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トリプ トフ ァン代謝 を概観す ると、化学的 にはイ ン ドール核、ベ ンゼ ン核 、 ピ リジ
ン核、キナル ジン核な どを有 す る多彩 な誘導体 に転換 され る。他方、生物学 的に見て
も酸化還元 の補酵素 であるNAD(P)、神経 ホルモ ンとしてのセ ロ トニ ンやメラ トニ ン等
の主要物質 に とどま らず、植物 では成長 ホルモ ンとして知 られ るオーキシン、 ヨヒン
ビン等 のアルカ ロイ ド群、 さらに昆虫 では眼色素 のキサ ン トマチ ンな ど多彩 な生理活
性物質 に転換 され、 このように多岐 にわた る代謝 は他 に例 を見ない。一方 、糖 や脂質
と同様 、完全燃焼を受 けてエネルギ 一ー源 として も利用 され る。
ところで、酵母 に於 ける トリプ トフ ァン代謝 に関す る報告 は少な くないが、個 々の
報告は極 めて断片的であ り、そのほ とん どが、蓄積 された代謝物あるいは代 謝酵素 に
関す る報告 である。そ こで、著者 は既報の トリプ トフ ァン代謝 フラックス定量法(1)
の酵母へ の適用を検討 し、その有効性を確認す ると共 に、酵母 に於 ける トリプ トフ ァ
ン代謝 の全体像を明 らかに した。(第一章)
トリプ トファンのナイア シンへの代謝 は、補酵素 と してのNAD(P)の重要性 を反映 し
て いる。NADはsalvage経路 によ りナイ アシンか ら合成 されるばか りではな く、好気 的
に増殖 した酵母では動物の肝 と同様 トリプ トフ ァンか らもdenov(洽成 され る(2)。酵
母 は無酸素状態では、異な るdenovo合成経路 でNADを合成す る能力を有 してい る(3)。
このよ うな興味 ある対象であ るにもかかわ らず 、酵母 に於 けるNA哈成 の詳細 な らび
にその調節 に関 して は動物 の肝 における程明 らかにされていないのが現状 で ある。著
者 は酵母 における トリプ トフ ァン代謝全体 に占めるナイアシン合成 フラ ックスの割合
を明 らか に し、さらにナイア シン生合成経路 の調節部位 につ いて も検討 を加 え、調節
の一端 を明 らかに した。(第二章 、第三章)
ところで、 ヒ トにお けるナイ アシン欠乏症 と してペ ラグラが古 くか ら知 られている。
主食 とす るjoWarやトウモ ロコシの高 ロイ シン含量が原 因である可能性が指摘 され(4)、
数 々の動物実験 が行 われてきた。 しか しなが ら動物 は種 々の臓器か ら成 り、吸収、排泄、
代謝の臓器分担 など複雑 な因子を考慮せね ばな らず、原因の解析が困難であ る。そ こ
で単純化 したモデル系 として酵母を用 い、 トリプ トフ ァンーナイア シン系 に及ぼす ロ
イシンの影響 について比較生化学 的な観点か ら検討を加えた。(第四章)
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な お 、 本 論 で は 特 に 述 べ な い 限 り 酵 母 と し てSaccharo皿ycesuvarum(carlsbergensi
s)を 用 い た 。

























     KNOHase  :  L  kynurenine 3-hydroxylase 
     KTase : kynurenine transaminase 
     LDH :  L--lactate ferricyanide  reductase 
    Leu : leucine 
     MDH : malate dehydrogenase 
     Met : methionine 
    Mt  : mitochondria 
    NA  :  niacin 
    NAD :  nicotinamide adenine dinucleotide 
    NADP  : nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
    NADPH : reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
    OHAA :  3-hydrOxy anthranilic acid 
     OHKN : 3-hydroxy kynurenine 
    Phe : phenylalanine 
    PLP : pyridoxal 5-phosphate 
     PPC : paper partition chromatography 
     pTDO : peptidyl tryptophan 2,3-dioxygenase 
     Pyr : pyruvic acid 
    QA : quinolinic acid 
    QnA : quinaldinic acid 
    SOD : superoxide dismutase 
    TCA  :  trichloroacetic acid 
 TCE : tryptophan cleavaging activity 
    TDO : tryptophan  2,3 dioxygenase 
    TLC : thin layer chromatography 
 TOH : tryptophol 
    Trp : tryptophan 
 TTase : tryptophan transaminase 
    XA : xanthurenic acid
本 論
第 一章 酵母 における トリプ トファン代謝 フラ ックスの全体像
酵母 において、 トリプ トファン(Trp)はイ ン ドール ピル ビン酸(IPA)を経 て トリプ ト
ホ ール(TOH)へ代謝 され ると仮定 されて きた(5.6)。比較 的最近 にな って、
Sac;charomycescerevisiaeにお けるTrpの主代謝物 はTOHであると報告 された(7)。
一方、ア ン トラニル酸(AA)(8)あるいは3一ヒ ドロキシア ン トラニル酸(OHAA)(91°)へ
代謝 される との報告 もあ り、好気的に培養 した酵母 では、Trpからナイア シン(NA)を合
成 する事 も明 らかにされた(2)。このよ うに数 々の報告 があ るに もかかわ らず、各代謝
フラ ックスが どの程度 ・Trp代謝 に寄与 しているか と言 った定量的な研究 はほとん ど
無 い。Smithらは、ラ ッ ト単離肝細胞 におけるTrp代謝 の全体像 を新規 な分析法 を用い
て解析 し、種 々の栄養条件 における代謝変動を検討 したq)。 この方法 は芳香族 ア ミ
ノ酸の特異 性を うま く利用 し、簡便 で全体的な流 れを捕 らえるの に有効 と考 え られる。
そ こで著者 は酵母 におけるTrp代謝 フラックスの解析 にS皿ithらの方法の適用 を検討
し、代謝物 とフラ ックス両面か ら本法 の有効性を確認す ると共 に主代謝物の 同定 な ら
びに代謝経路 の検討 を行 な った。
第一節 トリプ トファン代謝 フラ ックスの定量法 と基礎 的検討
1.ト リプ トファン代謝 フラックス定量法の理論 的背景
Trp代謝 フラックスの定量法 と してSmithらの方法 を検討 した。すなわち種 々の ラベ
ル位置の異 なる放射性Trpを用 いて、代謝 によ って生 じた遊離 の14CO2量お よび活性炭
に吸着 しない非芳香族化合物(14(〉-alanine、14C-HCOOH等)を捕捉す ることによ り各経
路 を流れ る代謝量を測定す る方法 である。本研究で は放射性TrpとしてL-[皿ethylene
14C]tryptophanならびにL-[sidechain2,3-3H]tryptophanを用 いた。Scheme1に酵







L{methylene'"C]Trpか ら の 非 芳 香 族 性[乳4C]はkynureninase経 路 を 介 し て の み 遊 離
さ れ る 。 遊 離 し た[且4C]alanine(Ala)の一 部 は さ ら に 代 謝 さ れMCO2を 生 成 す る 。 そ れ
故 、kynureninaseを 通 るTrp代 謝 フ ラ ッ ク ス は 、 匿4CO2と[MC]Alaの 総 和 と し て 示 さ れ
次 式 を 用 い て 求 め ら れ る 。
C4CO2dpm【 盈4C活 性 炭 非 吸 着dpm):<[14C]Trp比 放 射 能)
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一方 、L-[sidechain2,3-3H]Trpからの非芳香族性放射性物質 の遊離は、以下 に示
す幾つかの反応段 階で起 こると考 え られ る。(1).kynureninaseあるいは3-hydroxy
kynureninaseの作用 による[2,3-3H]Alaの遊離(2).transaminaseによるTrp、キヌ レ
ニ ン(KN)および3一ヒ ドロキシキ ヌレニ ン(OHKN)からの2-3H遊離 が考え られ る。それ故 、
この放射性Trpから遊離 した放射性物質の総量 はkynureninase(9)フラックスお よびKN
一あるいはOHKN-transaminase(EC2.6.1.7)(mおよびtryptophantransaminase(EC2.6.
1.27)(7)を介 して代 謝 された総計を表 してい ると考え られる。そ こで、transaminase
フラ ックスはaH原子 の1/3が遊離す ることを考え合わせ次式を用 いて求 め られ る。
(活性炭非吸着3Hdpm一生成Alax[3H]Trp比放射能)÷([sH]Trp比放射能/3)
2.ト リプ トフ ァン代謝 フラックス定量 の基礎的検討
本法 は芳香族化合物の活性炭吸着性、言 い換 えれば非芳香族化合物の活性炭非吸着
性 を利用 した ものである。原法 と比較す ると培地組成な らびに基質濃度等 の相違 があ
り定量性 の問題 が残 る。そ こでフラックス実験 と同様の条件下 にお ける主なTrp代謝
物 の活性炭 吸着性を検討 した。
さ らに、定量 において最 も考慮 しなければな らない点 は、細胞 内外 の基質 濃度 と比
放射能の希釈 の問題 であ る。そ こで、本実験で使用す るS培地 で培養 した酵母 にお け
るTrpの細胞 内濃度 な らびに細胞 内への取 り込み(第 二章)を 検討 した。
また、原法 が適用 されたラ ッ ト単離肝細胞 に比べ、酵母 ではタンパ ク画分 への取 り
込みが高 い寄与率 を 占める ことが想定 され る。 とすれば、二旦遊離 した非芳 香族化合
物 が タンパ ク画分へ再取 り込み される ことも考 え られ、 フラックスが過小評 価 される
危険性 もある。そ こで、放射性Trpでパ ルスラベル した細胞か ら抽 出 した酸不溶性画
分 における放射性物 質の確認を行 った。
① トリプ トフ ァン代謝物 の活性炭 吸着性の検討
実験方法
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S培地(第 二 節)2皿1に種 々 のTrp代謝物0.4皿1(培養 時0.5mY相当量 、対 照群 に は蒸
留 水 添 加)さ らに過塩 素 酸(終 濃 度 、0.55N)を加 え た混合 物 を二分 し、一方 の1.3mlに
は活 性 炭(NoritA:ナカ ライ テス ク,50mg/ml)、他方 に は対 照 と して蒸 留 水 を0.4m1
添 加 し、 よ く混 和 後30分間氷冷 放 置 。 遠心 分 離(13,000xg,3min)後、上 清 の紫 外 部 吸'
収 スペ ク トル を調 べ極 大 吸収 波 長 にお け る吸光 度 の変 動 か ら主 なTrp代謝 物 の活 性炭
吸 着 性 を検 討 した。 ま た、Alaおよ びギ酸 の場合 には、L-(1」4C)alanineならび に14C
formicacidsodiumsaltを用 い て 同様 に活 性 炭 処理 し、上 清 に残 存 す る放 射 能 よ り吸
着 性 を検 討 した。 ・
実験 結 果
Trpをは じめ と して ほ とん どの芳 香 族 化合 物(キ ヌ レニ ン、3一ヒ ドロ キ シキ ヌ レニ ン、
3一ヒ ドロキ シア ン トラニ ル酸 、キ ヌ レ ン酸 、キサ ン ツ レン酸 、キ ノ リン酸 、ナ イ ア シ ン
お よ びNAD)が97%以上 の高 率 で活 性 炭 に吸着 さ れ た。AAの吸着 性 が90%程度 と少 し
低 か った が、 第二 章 に お け る代 謝物 の検 討 よ り本 実 験 で は ほ とん ど生成 せず 問題 の な
い こ とが分 か っ た。一 方 、脂 肪 族 のAlaおよ びギ酸 は吸着 せ ず 、98～94%が上 清 に 回収
され た。 以 上 の結 果 か ら、酸 に よる タ ンパ ク除去 後 の上 清 を直接 活 性炭 処 理 し、定量
的 に酵 母 にお け るTrp代謝 フ ラ ッ クスを求 め る こ とが可 能 な こ とが 明 らか とな った 。
② 酵母 にお ける トリプ トフ ァンの細 胞 内濃 度 の測 定
実験 方 法
酵母 をS培地 で30℃、24時間培 養 後 集 菌 し(37.2mg乾燥 重量)生 理食 塩 水 で2回 洗
浄 後 、30m1の60%エタ ノ ール(EtOH)あるい は5%TCAで氷 中30分間抽 出 した 。抽 出液 を
濃 縮 後 、 少 量 の蒸 留 水 に溶 解 しDencklaandDeweyの方法(12)あるい はhigh-per-
fomanceliquidchromatography(HPLC)法で細 胞 内Trp量を定 量 した。
HPLC:FinepackSILCis-s(4.6x250m,日本 分 光)、5%メ タ ノ ール、254nm
また 、S培地 で前 培 養 した菌 体 を ミ リポ ア フ ィル タ ーで洗 浄 し新 たに0.5mYTrpを含 む
一7一
培 地 で培 養 し、経 時 的 に培 養液 と培 養 上清 のTrp量を求 め そ の差 か ら細 胞 内Trp量
(租皿01/皿gdrycells)を求 め 時 間経 過 に よ る細 胞 内 プ …ル の変 動 を調 べ た。
実 験結 果
'{酵母 細 胞 か らのTrpの抽 出 は、60%エ タ ノ ール の方 が75%TCAより も有効 で あ った。
さら に両 定 量 法 と も0.lnmo1程度 ま で定 量 可能 で あ り、測 定 結果 は良 く一 致 した。細
胞 内 濃度 は0.32～0.33nmol/mgdrycellsであ り約80uYと考 え られ る。 ま た、細 胞 内 プ
ールの変 動 を調 べ る と30分で100倍に拡 大 し代 謝 は比 較 的遅 く数 時 間 で元 の レベ ルへ
復 帰 した。 この事 実 は細 胞 内へ 取 り込 まれ た放 射 性Trpの比 放 射 能 の希 釈 を ほ とん ど
考 慮 せ ず に代 謝 を考 察 す る こ とがで きる こ とを示 して い る。
③ タ ンパ クの アル カ リ加 水 分解 物 中の放 射 性 ア ミノ酸 の同定
実 験 方法
0.05mYL-一[methylenel'C]tryptophanを添 加 し、30℃、2時 間 イ ンキ ュ …べ 一 トし
てパ ル ス ラ ベ ル した酵 母細 胞(約1mgdryWt.)から調 製 した酸 不 溶 性 タ ンパ ク画分 は 、
可溶 性 澱 粉10mgと共 に、N、ガ ス置 換下 に4N-Ba(OH)20。5m1でアル カ リ加水 分 解(110
℃ 、23時間)し た。硫 酸 でpH調整 濃 縮後 一 部 を標 準 の ア ミノ酸 と共 にpaper
chromatography(PPC)で分 析 した。 展 開後 の濾 紙 をlc皿毎 に切 断 し、放 射 能 を 測 定 した。
PPC:東洋 濾紙No.51A、上 昇法 、展 開溶 媒:皿ethanol-water-pyridine(20:5:1)、
nbutanol-acetone-water(12:3:5)
実 験 結 果
ア ル カ リ加 水分 解 に よ るカ ウ ン ト回収 率 は105・109%と良好 で あ った 。 さ らに2種
のPPCを比 べ て み る と、72～84%のカ ウ ン トがTrp画分 で 回収 され 、Ala画分 の分 布 は4.
6・4.8%と非 常 に低 か った。標 準 のTrpおよ びAlaのアル カ リ加水 分 解 処 理後 の 回収 率
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(85%、95%)から判 断 して、大 部 分 の カ ウ ン トはTrpとして 存在 す る こ とが 明 らか と
な うた0以 上 の事 実 は、L二[methyleneHC]tryptophanからkynureninaseの作 用 に よ っ
て遊離 した'"C-Alaの二 次 的 な タ ンパ クへ の取 り込 み は、 ほ とん ど考 慮 す る必 要 のな
い こ とを 示 唆 して い る。'ヒ
第 二 節 酵 母 に お け る トリプ トフ ァ ン代謝 フ ラ ックス
前 節 で はSmithの方 法 を適 用 して 酵 母 にお け るTrp代謝 の 全体 像 が解 析 出来 る可 能牲
を示 した 。本 節 で はTrp代謝 フ ラ ッ クス の全 体像 、 添加 す るTrp濃度 に よ る フ ラ ックス
の変動 、 さ ら に培 地 、 増殖 時 期 に よ る変動 を検 討 した。
実 験 方 法
1).使 用 菌株:Saccharomycesuvaru皿(carlsbergensis)ATCC9080(ただ し、一 部
















2).酵 母 菌 体 調 製:大 部 分 の実 験 で は 、菌体 はTablel.に示 すS培地q3)で 培 養 した。
一 部 の実 験 で は、YPG培地 を使 用 した。酵 母 は、250m1の培 地 を含 む1Lマイ ヤ でー
30℃で 好気 的(1100scillations/皿in)に前 培養 した。 対 数増 殖 中期 の菌 体 を集
菌 し、新 鮮 な培 地 で洗 浄 後再 懸 濁(2.5mg/mgdrywt.cells)して本 実 験 に供 した。
3).14CO2捕集:細 胞 懸 濁 液250u1を試 験 管(1.6x10.4c皿)に分 注 し、02でガス化 後 、
centrewell付きrubberstopperでキ ャ ップす る。 マ イ ク ロ シ リンジで放 射 性
Trp(L-・[皿ethylene14C]Trpある い はL-[sidechain2,3-3H]Trp:あらか じめHPLC
で精 製)溶 液50μ1を添 加 した後 す ば や くrubberstopperでキ ャ ップを しな お し
30℃、1100scillations/minで反 応 を 開始 す る。2.2N-HC10,0.lmlの注 入 に よ り
反応 停 止後 、25%phenylethylamine(methanol)0.2mlある い は3N--KOHO。3m1を
centrewell(濾紙 を 含 む)に 添加 した。両 溶 液 と もstopperを通 して添 加 した 。
試験 管 は さ らに750scillations/min、30皿in室温 で イ ンキ ュベ … トす る こ とによ
り、14CO2を完 全 に捕 集 した。centrewellから、濾紙 とメ タ ノ ール洗 液500μ1を回
収 し、ACSII10皿1を含 む液 シ ン用 バ イア ル に移 し、放 射 能 を測 定 した。
4).活 性 炭 非 吸着 物 質 の定 量:酸 処 理 した反 応 液 を遠 心 分 離 した上 清 の一 部 を定
量 に供 した 。酸抽 出液200μ1に60μ1の活 性炭 懸濁 液(NoritA50皿g/ml)を添加 し
て よ く混 和 後 、30min氷冷 した。遠 心 分 離(13,000xg、3皿in)後、上 清180μに、
ACSIIを加 え て放射 能 を計 測 した 。
5).タ ンパ ク画分 へ のTrpの取 り込 み:YansandNovelliのfilterdisk法(14)の
変法 を 用 い た 。 す なわ ち、20・40ｵ1の酸 処 理 懸 濁液 をglassfiberfilter(アド
バ ンテ ック東 洋 、㏄50,$24mm)で濾 過後 、0.5mlの0。5N=HC104およ びEtOHで洗 浄
した 。洗 浄濾 紙 はSoluene350(Packard)0.5ml、N-HC10.2mlおよ びACSII Om1を
含 む液 シ ン用 バ イ アル に入 れ 、放 射 能 を 計 測 した。
6).残 存Trpの定 量:反 応液 の酸 抽 出物 中の残 存Trp量の定 量 は、Dencklaand
Deweyの方 法(12)を用 いた 。
7).代 謝 フ ラ ッ クスのTrp濃度 依 存 性:細 胞 懸 濁液250μ1(0.62mgdrycells)中の
内在 性Trp量は 、0.25nmolとして加 算 し、 各Trp濃度 で希 釈 され た比 放射 能 を用
い た。
8).YPG培地 にお け る代 謝 フ ラ ックス:細 胞 内 のTrpプール はS培地 の場 合 と比 較 し
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9).
て か な り高 く(44nmol/2.3mgdrycells/250ｵ1cellsuspension)、この値
を考 慮 してTrpの比 放 射 能 を計 算 した。
増殖 時期 と代 謝 フラ.yクス の定 量:酵 母 菌 体 は30℃、YPG培地 で 培 養 し、適
当 な 時期 にサ ンプ リング し、培 養 液250u1は50μ1の放 射 性Trpと共 に02置換 下 に
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1.ト リプ トフ ァ ン代 謝 フラ ックス概観
S培地 で培 養 した酵 母 にお ける全体 的 なTrp代謝 フ ラ ックス をFig.1.に示 して い る。
0.⑪5mlTrp添加 時(A)の代 謝 フ ラ ックス は、 タ ンパ ク合 成 へ の流 れ が中心 で あ り、代 謝
量 の40-50%を占 め る こ とが 明 らか とな った。 ほぼ 同 じ割 合(40%)で2-H遊 離 反 応 が
認 め られ 、これ らの フ ラ ックス は時 間経 過 と共 に有 意 に増 加 した。Ala遊離 で示 され る
kynureninaseフラ ッ クス は非 常 に低 く2・4%であ った 。一 方 、0.5mY添加 時(B)に は、
2遭遊離 反 応 は代 謝 全 体 の75%を 占 め、0.05皿Y添加 時 に比 べ て約10倍量 に増加 した 。
kynureninaseフラ ックス な らび にタ ンパ ク合 成 へ の流 れ の 増加 も幾分 認 め られ たが、
増 加 の程 度 は少 な か った。 以上 の事 実 は、酵母 に於 け るTrp代謝 フ ラ ックスの 中心 は タ
ンパ ク合 成 で あ り、kynureninaseフラ.yクス お よ び完 全酸 化 の割合 は極 め て小 さい事
を意味 す る 。 また 多量 に添 加 したTrpは、 ほ とん どが2-H遊離 反 応 へ と流 れ る こ とが判
明 した。 この反 応 はkynureninaseフラ ックス に比 べKm値が高 く、 さ らに時 間的 な比 例
関係 に乏 しい こ とか ら基 質 に よ る誘 導 の可 能 性 が考 え られ た 。
2.主 代 謝 フラ ックス の トリプ トフ ァン濃 度依 存 隹
主 なTrp代謝 で あ る2-H遊離 反 応 な らび にkynureninaseフラ ック スは、 基質 濃 度 に
対 して異 な る様 相 を呈 す る事 が前項 に お いて示 され た。 そ こで 、Trp無添 加培 養 時の
細胞 内濃度 に匹敵 す る濃度 か らTrp濃度 を変 化 させ て代 謝 フ ラ ックス の変 動 を検 討 し
た。 その結 果 をFig.2.に示 して い る。kynureninaseフラ ックス は内在 レベ ルのTrpで
既 に認 め られ 、Trpを培 地 に添加 す る とTrp濃度 の上 昇 に と もな い 、約7倍 程 フ ラ ック
スは増 加 した。 単 一 反 応 と仮 定 して計 算 したTrpに対 す るKm値は1.2x105Mであ り、0.
02mY以上 のTrpでは も はや有 意 な増 加 が認 め られ ず 、 プ ラ トーに達 した 。一方 、2-H遊
離反 応 は0.05mY以上 のTrpでは じめ て検 出 され 、Trpに対 す るKm値は5.Ox10-4Yと高 い
が、V皿axはkynureninaseフラ ックス の10倍以 上 で あ った。
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Fig. 2. Dose response of side chain 2-H liberation and 
kynureninase flux. 
Yeasts were cultivated  inS medium with various concentrations of tryptophan at  30°C for  1 h in 
a test tube containing 300  pf of  broth.  Q  ,2-H liberation (transaminase  flux); 
alanine liberation (kynureninase flux).
Fig. 3. Time course of the main fluxes 
of L-tryptophan metabolism . 
Yeast were cultivated in YPG medium with 0.5 mM  (155nmol 
/300  pi of  broth ) radiolabelled tryptophan. ,acid insolu-
ble  fraction;  III ,alanine liberation;  ,2-H liberation;  0 
unidentified. 
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3.培 地 の違 いによる代謝 フラ ックスの変動
前項 の実験 では、簡単な合成培地であるS培地 を用 いたが、成 分の豊 富なYPG培地 を
用 いてTrp代謝 フラ ックスを検討 し前項の結果 と比較考 察 した。rig.3.に示す ように
0.5mYTrp添加培養時 には、S培地 に比べ てタ ンパ ク画分への取 り込 みが増大 した
(Trp総代謝量 の30-40%)。これ はS培地 と異 な り他のア ミノ酸が多量 に存在 し、Trpが
タンパ ク合成 の律速 因子 にな るため と考え られた。kynureninaseフラ ックス はS培地
の場合 と同様 に非常 に小 さか った。2-H遊離反応 はS培地 に近 い代謝割合を 占め、量的
な増加 は認 め られなか った。 これ らの結果か ら、Trp代謝 は他の ア ミノ酸 との 関連で
量的な変動 はあ るもののタ ンパ ク合成へ の流れが第一義的であ る事 が明 らか とな った。
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主 なTrp代謝 フラックスの増殖時期 による変動 を検討 した結果 をFig.4.に示 した。
タンパ ク画分へ取 り込 まれたTrp量は、細胞増殖 と平行 セていた。一方 、
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kynureninaseフラックスは対数増殖期 に最大活性 を示『したのに対 し、2¶遊 離反応 は
む しろ対数増殖期 の後期 に最大活性が認 め られ た。
5.他 のSaccharomyces属の ト リプ トフ ァ ン代 謝 フ ラ ッ ク ズ
Sa.ccharomycescerevisiae(ATCC7752)に於 け るTrp代謝 フ ラ ック スを検 討 し前 述
(第一 章)の 結果 が広 くSaccharomyces属に一 般 的 で あ るか ど うか を検 討 した。 その
結 果 をFig.5.に示 した。総Trp代謝 の約40%が タ ンパ ク画分 へ の取 り込 み で あ り、約56
%が2-H遊離 反 応 で あ った。 さ らに、後 者 の反 応 に はlagが認 め られ、この点 も
S.uvarumと一 致 した。 この よ うに、NA生成 量 が わず か に 多 い とい う理 由で 選 択 した
S.uvarumも§.cerevisiaeとほ ぼ 同様 の フ ラ ック ス を示 し、Saccharomyces属一 般 にみ

















第 二 節 に お いて 、Saccharomyces属酵 母 にお け る主 なTrp代謝 フ ラ ックス は タ ンパ ク
合 成 と2-H遊離 反 応 で あ る こ とが判 明 した。 と ころ で2-H遊離 反 応 、 す な わ ち、
transa皿inase反応 は、 幾 つ か の反 応 の総 合 と して捕 らえ られ て い る と考 え られ る。 そ
こで 、transaminase反応 の生 成 物 と して考 え られ るイ ン ドール ピル ビ ン酸(IPA)、トリ
プ 季ホール(TOH)、キ ヌ レン酸(KA)およ びキサ ン ツ レン酸(XA)等の生 成 につ い て検 討 し、
本 反応 の主 要 代謝 物 の 同定 を試 み る と と もに、代 謝 中間 体 お よ び代 謝 経 路 につ い て も
検 討 した。 ま た、代 謝 物 か らえ た結果 が前節 で求 め た フ ラ ッ クス の結 果 と どの程 度一
致 す るか 、 さ ら に、Trp濃度依 存性 につ いて も検 討 を加 え た。
1.主 代 謝 物 の 同定
実 験方 法
1).培養 お よ び代 謝 物 の抽 出:0.5mYTrpを添加 したS培地 で好 気 的 に3時間培 養 し、
培 養 液 はN-NaOHで中和 後 、60%EtOHで代 謝物 を抽 出 した 。抽 出上 清 を濃 縮 し以 下
の分 析 に供 した。
2)。IPAの定 量:安 定 な イ ン ドール乳酸(ILA)へ還 元 してHPLCで定量 した。 回収 は、
培養 液 にIPAある い はILAを添 加 してNaOHで中和 後NaBH4で還元 しHC1で弱酸 性 に し
てHPLCによ る分析 を行 った。
HPLC;カラム(FinepakSILCl8-5、4.6x250mm、日本 分 光) 移動 層(10m爼,pH4.0,
phosphatebuffer-methanol-acetonitrile=18:2:1)、波 長(280nm).
3).TOH、イ ン ドール ー3一酢 酸(IAA)およ び イ ン ドールア セ トニ トリル(IAN)の定 量:
培 養 液 上 清 を 中和 し、適 当量 を直 接 あ る い は酸 性 下 酢酸 エ チル で抽 出後 、HPLC分
析 した 。 さ らに、TLCにて確認 同定 した。
HPLC;カラ ム2)と 同様 、移 動 層(IOmY,pH4.0,phosphatebuffermethanol-
acetonitrile--9:1:1)、波 長(280nm).
4).KAおよ びXAの定量:サ ンプル(約8皿1の培 養 液 相 当量)をDowexlx8(HCOO-、200
～400mesh、7x50皿m)カラ ム で前 処 置 し、それ ぞ れ の溶 出画 分(6Nあるい は8N-HCOOH)
を濃 縮 後HPLCにて分 析 し、さ らにTLCにて確 認 同定 した。
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HPLC;カラム2)と 同様 、移 動層(lOmY,pH4.0,phosphatebuffer--methanol-9:1)、
波 長(340nm)
5).Thinlayerchromatography(TLC):HPLCで分 離 した代 謝 物 につ い て、固定 層
(Kieselgel60F2sa,Yerck);移動 層(CHC13-CH3COOH二95:5、benzene-ethanol=
80:20、n-butanol-CH3COOH-water・4:1:5の上 層 、蒸 留水)を 用 い てTLCを行 い紫外
線 ラ ンプ(365n皿)あるい はエ ール リ ッ ヒ試 薬 の 噴霧 によ り検 出 した。
6).'H-NYB:Trp添加 な ら びに対 照(Trp無添加)培 養 液 は酸 性 下酢 酸 エ チル抽 出後 、主
代 謝 物 を、HPLCで数 回 に分 けて分 取 濃縮 した 。 メタ ノ ール に溶 解 して再 ク ロマ ト
を行 った後 、CDC13に溶 解 して1H-NYg(400YHz、Brucker社製)に よ る分 析 を行 うた 。
実験 結 果
HPLC分析 の結 果 、抽 出液 中の主 な代 謝 物 は標準 化 合物 のretentiontimeとの一 致 か
らTOH,IAAおよ びKAであ った が、IANおよ びXAは検 出 され な か った。 それ ぞ れ の ピ ーク
を分 取 してTLC分析 を行 い、Rf値な らび にエ ー ル リッ ヒ反 応 の呈 色 か ら確 認 同定 した。
ま たTOHのretentionti皿eに一 致 した化 合物 は 、HPLCで分 取 後 、1H-NCR分析 を行 い標
TOHのス ペ ク トル(化学 シ フ トδ)と完 全 に一 致 す る こ とか らTOHと確 認 同定 した
(Fig.6。)、、2H遊 離 反 応 の 結果 生 成す る主 代 謝物 はTOHであ る こ とが 明 らか とな り
Kradolferらの報 告(7)を化学 的 に よ り明 白 に疑 い の な い もの とす る こ とが で き た。KA
の生成 も確 認 され た が 、TOHに比 べ てか な り少 な い こ とか ら、2-H遊離反 応 の主 反 応 は
tryptophantransaminase(TTase)によ る OH生成 で あ ると言 え る。XAの生 成 が ほ とん
ど認 め られ な か った こ とか ら、Trpのイ ン ドール環 開裂 に よ るキ ヌ レニ ン(KN)の生成
が少 な い こ とが うか が え た。 この こと は前 節 で得 られ たkynureninaseフラ ックス が き
わ めて細 い とい う結 果 と も一 致 して い る。一 方 、TTaseの直接 の生成 物 と考 え られ る
IPAの存 在 を確認 す るた め に還 元 処理 してILAの存 在 を検 討 した。 この処 置 によ るIPA
のILAへの変 換効 率 は74%、ILAの酢 酸 エ チル によ る抽 出効 率 は90%で あ った が 、培 養
















2.2-H遊離反応 と代謝物 の量 的関係
第二節 で求 めた2-H遊離反応 の内容 を明 らか にするため、前項 では想定 され る代謝
物 の同定を行 い、幾つかの代謝物の存在 を明 らか に した。本項で は、2-H遊離反応 フ
ラックスお よび代謝物 の両面 か ら定量 を行 い、 フラックス定量法の妥 当性 を確認 し、






2H遊離反応 フラックスの定量:第 二節 と同様。
代謝物の抽 出な らびに定量:Trpを 添加 したS培地 で3時間培養 した酵 母培養液
中の代謝物 は、直接 あるい は酸性下に酢酸エチル抽 出後HPLCによる分析 を行 った
(条件:前 項 と同様)。
代謝Trp量の定量:ゴ 第二節 と同様 。
実験結果
2・H遊離 反 応 を 、 フ ラ ック スな ら びに代 謝 物 両 面 か ら検 討 した結 果 をTable2.に示
した。0.05皿YTrp添加 時 には47.9%が2-H遊離反 応 を経 て代 謝 され 、 しか もKA、TOH、お
よ びIAAの総 量(46%)は代 謝量 とほ ぼ一 致 した 。 そ の内訳 は、総 代 謝 量 の36.9%がTOH、
7%がIAA、2.1%がKAであ った。0.5mYTrp添加 時 にお い て も69.9%が2-H遊離 反 応 を経
て 代謝 され 、主 要 代 謝 物 の総 量 は75.9%とほぼ一 致 した。 また 、 この時 の 内訳 は73.1
%がTOH、KAとIAAはそれ ぞ れ1.3・1.5%であ った 。Trp量の増 加 によ り代 謝 物 は約10倍
と増 加 した が 、 そ の ほ とん どがTOHの増 加 に依 存 して いた 。以 上 の よ うに本 実 験 で使
用 したTrp代謝 フ ラ ックス は定量 的 に代 謝 物 の面 か ら も確 認 され{本 フ ラ ッ クス定量































3.主 代謝物 の生成経路 の検討
2-H遊離反応 の主代謝物 はTOHであ り.IAAも合成 されることが明 らか になったが、
詳細 な代謝 経路な らびに中間体 につ いては明 らかではない。現 にTrpからTOHへの最初
の代謝 中間体 と考え られ るIPAもほとん ど検 出されていない。そ こで、想定 され る主
な 中間体を前駆体 と して酵母 によるTOHならびにIAAの生成 を検討 した。
実験方法
1).培養方 法:酵 母菌体 は6mlのS培地 を含む30m1のマイヤ ーで30℃、3時間培養 し
た。前 駆体は60%メタノール に溶解 して終濃度5～500uYとなるよ うに添加 した。
前駆体 の非酵素的な変換 を確認 するために細胞無添加 の条件 で も同様 に行 った。
2).抽 出および代謝物の定量:培 養液 か ら酸性下 に酢酸 エチルで抽 出 しTOH,IAA並
びにイ ン ド ルアルデ ヒ ド(IAId)は、HPLC(第三節 と同様)に て分析 した。
3).代謝物 の確a:HPLCで 標準化合物 とretentiontimeが一致 した化合物 は さら
にTLC(第三節、第一項 と同様)で 確認 した。
実験結果
Table3.から明 らかな通 り、最終産物 と考 え られるTOHならびにIAAには非酵素的な
変化 は認め られなか った。TOHは菌体 が存在す る状態 で も変化せず、最終産物 であ る
ことは明 らかであ るが、IAAは47%に減少 した。酵母 では知 られていないが、Lacan
(15)らが報 告 している様 な代謝物への変換 の可能性 も考 え られる。一方、IPAは非酵
素 的にすみ やか に未知物質 への変換が認 め られた。この物質 はTLCによ りIAIdである こ
とが明 らか になった。菌体が存在す る場合、IAldが共存 しIAAへの変換が認 め られた
が、TOAへの変換 はIPA濃度が上昇 して も全 く認 め られなか った。 また、イ ン ド ルーー3一
アセ トアル デ ヒ ド(IAAld)が前駆体の場合、すみやかなTOHの生成が認 め られたが、
IAAは検出 されなか った。以上 の結果か ら、TOH代謝の 中間体 と してIPAならびにIAAId
































































れ る。TOIIとIAAの生成 に どの 中聞体 を 共 有 す るの か は不 明 で あ るが 、両 者 の生 成 割合
が か な り異 な る こ とか らSaccharomyces属にお け るTrp代謝 の主 経 路 は、Trp→IPA→
IAAId→TOIIであ る こ とが判 明 した 。
4.主 代謝物 生成 の トリプ トファン濃度依存性
第二節 で2-H遊離反応 のTrp濃度依存 性を明 らかに した。TOH生成 の中間代謝 物が ほ
とん ど検 出 されなか った事 か ら、TOH生成量 を対象 にして もほとん ど同様 の結果 が得




1).培養 な らび に代 謝 物 の抽 出:前 節 と同様 にS培地 で3時 間好 気 的 に培 養 した。
TOIIならび にKAは前 節 と同様 に抽 出 を行 った 。KNの抽 出 はKAと同様 に行 った後 、
Dowex噛50Wx8(H÷、200～400mesh、7x50mm)で前 処 置 し、5N-HCI出画 分 をHPLCにて分
析 した 。
2).KNの定 量:定 量 はllPLCで行 い 、 ピ ークの確 認 に はkynureninaseを用 い た 。 す な
わ ちHPLC用サ ンプル(あ るい は標 準KN)をTris-IICIbuffer(pH8.5),pyridoxal
phosphate(PLP)なら びにkynureninase存在 下 に30℃、3時 間前 処 置 す る こ とに よ
りkynureninase無添加 時 に検 出 され た ピ …クの消 失 を確 認 した 。 また 、TLCによ
る確 認 も行 っ た。
HPLC:溶媒(lOmY、pli4.0、phosphatebuffer-methanol二95:5)、波 長(360nm





























2-H遊離反応 の生成物 としてのTOHならびにKA生成量 のTrp濃度依存性 につ いて検討 し
た。その結 果(Fig.7.)、TOHは0.05囲以上のTrp濃度 で検 出され、3時間で360n皿ol/mlの
生成が認 め られたが、ほとんどが菌体外 に放出 されていた。一方、KAは0。02mYTrpで
も生成 し、0.05mYTrp添加 時 には3時間の生成量 は0.9nmol/IDIであ り、細胞 内には10～2
0%存在 していた。TOH/KAの比率 は、Trp濃度の増加 につれて上昇 し、260～400:1であっ
た。2-H遊離反応 とTOH生成 のTrpに対す るK皿値 はよ く急致(5xlO-4のしてお り、平衡 が
TOHに偏 り、速 い反応 であることが うかがえた。酵素 系の複合 として捕 らえた
実験結果で あるが、両測定結果 における動力学定数 は、精製酵素 のaromatic
a皿inotransferasesで報告 された値(0.4mY)(7)とよ く一致 していた。中間代謝物 はほ
とん ど検 出されず(3項)圧 倒 的にTOHが代謝物 の中心を 占め、TOHにかたよ った速 い
反応 であることが示 された。 ・
第四節 考察お よび小括
考察
酵母 にお けるTrp代謝の全体的 な流 れを考察 す る手段 と して、S皿ithらの方法(1)は
簡便で、定 量的な方法 として使用 しうる ことが判 明 した。A似 外 の主な芳香族性の
Trp代謝物 は活性炭 に完全 に吸着 され、反対 に全 く吸着 されない遊離の非芳香族性の化
合物を測定 する ことによ り、簡 単に代謝 フラックスを求 めるととが可能であ った。酵
母で はタンパ ク画分への流れが多いため、いったん遊離 した化合物(た とえばAla)が
タ ンパ ク画分へ再取 り込み され、 フラ ックスが過小評価 され る危険性が心配 され た。
しか しなが ら、パルスラベ ル した タンパ ク中の放射性ア ミノ酸のほとん どはTrpであ
り代謝 の途上 で生 じるAlaなどの二次的なタ ンパ クへの取 り込 みは考慮す る必要 のな
いことが明 らかになった。これは、酵母 にお ける細胞内のTrpプー ルが他 のア ミノ酸 の
それ に比べ は るかに小 さい事(16.17)によると考 え られた。
Smithらの方法を用 いて酵母 のTrp代謝 の全体像 を検討 した結果、フラ ックスの 中心
はタンパ ク合成 であ り、ア ミノ酸 の基本的な役割 の重要性 が再認識 された。 さらに、
主代謝反応 は2-H遊離 に基 づ くTOH生成 が中1さであ った。また、Ala遊離 に基づ く
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kynureninaseフラ ックスは、前者 に比べて極めて細 い流 れであることが判明 した。 フ
ラ ックスと して捕 らえ られなか った代謝Trp量は、蓄積 しているKN(第二章)あ るいは、
さらに存在 量が低 い と報告 されてい る3-hydroxykynurenine(is)によると考え られる
が、これ らを考慮 して も依然 としてkynureninaseフラックスの流 れは細い ことに変わ
1りはない。 さ らに、この様なTrp代謝の傾 向は、S.cerevisiaeでも認 め られ、
Saccharomyces属の一般的なTrp代謝の特徴 と考 え られる。
酵 母 におけるTOH生成 に関する報告 のほ とん どがTLCにより同定がな されただけの定
性的 なものであ り(7)、Trp代謝 全体 に占め る割合 はぽ とん ど不 明の状態であ った。本
論で は、さ らにはっき りと した同定を行 い、フラックスか ら捕 らえた2-H遊離反応 と代
謝物 として捕 らえたTOH生成量 が極めてよ く一致 した。 この ことか ら、本反応 の中心が
TOH生成 であ り使用 した代謝 フラックス定量法の妥 当性が示 され た。 また、NAD成
へ と導 く重要 なkynureninaseフラックスとの比較 は今 まで ほとん どなされていなかっ
たが、本実験 では、代謝 の流れを定量的 に捕 え、各 フラックスのTrp濃度依存的な特性
の違いを明確 にした。酵母 においてTrpの細胞 内プールはanthranilatesynthaseが
Trpによりfeedbackinhibitionを受 けることによ り常 に低 く調節 されている と言わ
れて きた(t9)。しか しなが ら、feedbackinhibition非感受性酵素を持つ変異 株 では
細胞内Trpプー一ルの増加が認 め られ、Trpを含 む培地 中で も同様 の現象 が認め られる こ
とが報告 されたq6)。著者 も、標準培地 における細胞内Trpレベルが極めて低 い こと
を示す と共 に、培地 にTrpを添加 した場合 に著 し く細胞 内Trpレベルが上昇 し、すみや
かに代謝 される事 を認 めた。 この様な代謝状況 において タンパ ク合成 な らびにAla遊
離 に導 くkynureninaseフラ ックスは極 めて調節の とれたものであったのに対 し、2-H
遊 離反応 に基づ くTOH生成 は、0.02-0.05my以上のTrp添加で著 しく増加 した。TOHの生
成 は他 の芳 香族 ア ミノ酸の添加 で もほ とん ど影響 されず、芳香族 ア ミノ酸 同志 の調節
とは独立 していると報告 されている(6)。従 って、多量 のTrp添加時 に認 め られ るTOH
生成 は細胞 か らの単な るTrp消去 としての働 きだけではない可能性 がある。また流れ
が極めて制 限されてい るkynureninaseを通 るTrpの代謝 は細胞 にとって本質 的 に重要
な役割を担 って いることも暗示 された。
各 フラックスの活性上昇 と増殖時期 との関連性 について検討 した結果 、当然 の事な
が ら、 タンパ ク画分への取 り込 みは細胞増殖 と平行 していた。kynureninaseフラ ック
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スは対数増殖 期 に最大 に達 してお り、本代謝経 路が酸化還元反応 の補 酵素 と して重要
なNAD(H),NADP(H)の合成 に関わってい ることと無 関係 とは考 え られない。一方 、2-H
遊離反応 に基 づ くTOH生成はやや対数増殖後期 に偏 って最大活性が認め られ る傾 向に
あ った。 これは、CandidaaIbicansで報告 されているように、発芽管 の発育 を抑制 し
酵母様型を増加 させ る自己調節物質(2°'2-ーと してのTOHの特別 な生理作用 を暗示 させ
る。
主代謝物 であるTOHに至 る代謝経路 について、Saccharomyces属以外 でその中間代謝
物 につ いての報告 は幾つ かある(22.23)。しか しなが ら、詳細な経路 について は依然
として明 らかではない。S.cerevisiaeにおいて、初発段階を触媒す る酵素 として2種
類 のaromatica皿inotransferaseが報告(7)されてお り、構成酵素 はTyrおよびPheの代
謝 に関与す ると考え られ、Trpに対す るKm値は20倍も高 く、親和性 は低 い。一方、誘導
酵素 は、Trp,Tyr,Pheに対 して 同程度 のKm値を示 す ものの、実際Trpの分解 に関わ って
いるのは本 酵素 と言われてい る。精 製酵素 のTrpに対す るKm値が0.4mY(7)であるのに
対 し、本実験 で フラ ックスか ら求めた結果 は0.5mYと近似 した値が得 られ た。初発 の
代謝物 と考 え られるIPAの確認 は出来 なかったが 、中問体添加実験 の結果か ら、Trp
IPA→IAAId・TOHとい う代謝 の概 略が明 らかにな った。 しか も、それ ら中間体 の蓄積
がほ とん どない事 は、代謝物 とフラ ックス定量 の一致 な らびにaromaticamino-
transferaseのTrpに対す るKm値とフラ ックスか ら求めた値の一致 か ら強 く支持 され た。
また、2-H遊離反応 による生成物 と して少量のKAが検 出されたが、kynureninaseフラッ
クスの流 れの細 さとも併せて本経路 の生理 的意義 を考 え るとき、Trp-NA経路 が何 ら
かの因子 によ り調節 されて いることが強 く示唆 された。
小括
[1]酵 母におけるTrp代謝 の全体 的定量的な解 析 にS皿ithらの方法の適用 が基本的 に
可能 であった。
[2]酵母 におけ るTrp代謝 フラ ックスを定量的 に解析 し、中心的な流れ はタ ンパ ク
合成 であり、高濃度 のTrp添加 時には2-H遊離反応(transaminaseフラ ックス)が
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著 しく増大す るのに対 し、Ala遊離反応(kynureninaseフラックス)は 極 めて細
い流 れであ ることを明 らかに した。増殖 時期 によるTrp代謝 の変動を明 らか に
し、Saccharo皿yces属一般 にみ られ る現象で あることを示 唆 した。
[3]主代謝反応で ある2-H遊離反応の主代謝物 と してTOHを同定 した。少量 のKA並び
にIAAの生成 も認 め られ、三者 の総生成量 は、フラ ックスか ら求 めた2--H遊離反
応 と定量的 によ く一致 した。
[4]TOH生成 の代謝経路は、Trp→IPA→IAAId→TOHであることが示 唆 され た。中間体
の蓄積 はほとん ど認 め られず、 フラ ックスか ら求 めたKm値が精製酵素 の報告値
とほぼ一致 し、平衡 がTOHに偏 った、速 い反応である ことが明示 された。
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第二章 酵母にお ける トリプ トフ ァン 一ーナイア シン系の代謝 フラ ックス
NAは、酸化還元の補酵素 として重要なNAD(H)、NADP(H)としての働 きが中心 と考 え
られ るが、他の ビタ ミン類 と異 な りTrpからキノ リン酸(QA)を経て生合成 され る。Tでp
--NA経路の存在 は動物 の肝(24)で明 らかにされ、その代謝経路な らびに関連 酵素 につ
いて幅広 く研 究 されて きた。Neurospora(25)、好気的 に増殖 した酵母(2)、 さ らに細
菌 では唯‐Xanthomonas(26)にお いて もそめ経路 の存在が報告 された。他の細 菌およ
び植物 は本経路を もたず アスパ ラギン酸 やグ リセ ロールか らNADを合成 す ることが報
告 されて いる(27)。しか しなが ら、 これ らの生合成 の詳細 な らびに全Trp代謝 に占め
る割合 につ いては明 らかでない。 さらに、酵母 におけるNA合成 の調節 については動物
肝程 明らかでないのが現状 である。また、各生物 間の調節 を比較す ると、一様 ではな
い(2.3.28-34)。酵母 においてこれ らの関心事 が未 だに解 明 されていない理 由の一つ
として第一章 で述べたKynureninase経路の流 れの細 さがあげられる。本章 では、種
々の前駆体 か らのNA合成を検討 し、前駆体 をKNにした場合の代謝 フラックスな らびに
代謝物 の生成 と分布 、さらに代謝関連酵素の性質 につ いて検討 した。
第一節 前駆体 とナイアシン合成能
1前 駆 体 によるナイアシン合成能 の相違
第一章で述べたよ うに、酵母ではNAへの流 れの指標 となるkynureninaseフラ ックス
は非常 に細 い。 この原因を解 明す るためTrp以外の種 々の前駆体 か らのVA合成 につい
て検討 した。
実験方法
1).培養:前 駆体の添加量 は0.5皿Hとし、第一章 と同様 に行 った。
2).NAの抽 出な らびに定量:培 養液 あるいは洗浄菌体 か らの総NA(nicotinamide
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nucleotides,nicotinamide,niacin)の抽 出 は、冷60%ctoiiあるい は85℃、5分 、
70%CtO11抽出 に よ った。 定量 はLactobacillusplantarum(ATCC8014)を用 い
た微生 物 定量 法(35)(濁度 法)に よ った 。
3).増 殖 お よ び菌体 量 の測 定:菌 体 の 増殖 は適 当 に希 釈 した培 養 液 を濁 度(OD6田。m)
測定 に よ り、 また菌 体 量 は、0.24mgdrycells/ml(OD61。nm'Q・95)として計 算 し
た 。
、 実験 結 果
F堪8.に示す ように、Trp無添加時のNA含有量 は8n皿ol/ml(2.8nmol/mgdrycells)
であ り、グル コ スー由来の内在性 のTrpから合成 され たと考 え られ る。合成 されたNAはほ
とん ど細胞 内に存在 し、わず かに2%程度が細胞外 に放 出されていた。3時間培養後 の



















ルは有意 に増加 した。AAあるいはTrpでは無 添加 とほとん ど変化が認 め られず 、Trpと
KNの問にNA生成能 に関 して著 しいギ ャップがあることが明 らか とな った。AA添加時 に
はTrpの生成が認 め られたことか ら、AAはTrpの前駆体であ ることが明 らか である。
2.前 駆体 の細胞内取 り込み とナイアシン合成能の関連性
前項 でNA合成 に対 してTrpとKNには著 しい効果 の違 いが認 め られた。そ こで、 この
違 いが両者 の細胞 内取 り込 み速度の違 い による ものか どうかを検討 した。
実験方法
1).Trpおよ びKNの細胞 内取 り込み実験:15m1の菌体 に3m1のTrpあるいはKN(0.3mY)
を添加 し、一定 時間30℃でイ ンキュベ ー ト後 、15m1の培養液 を遠心 チュ 一ーブに
移 し、2℃です ばや く遠心分離(1,000xg,5分)し、上清 を残存量測定 に用 いた 。
沈澱画分 は、25m1の培地 で洗浄後60%EtOHで2回抽 出 しだ後 、抽 出液を濃縮乾 固
して少量 の蒸留水 に溶解 し細胞 内含量 の定量 に用 いた。初期の取 り込 みはさほ
ど問題ではないのでOhrの値を用 いて細胞 に吸着 した細胞外の値 を補正 した。
細胞 内へ取 り込 まれた量 な らびに細胞 内プールサイズは次式を用 いて求 めた。
取 り込み量:添 加量 一上清 中の残存量 、 細胞内 プール:細 胞内量 、
代謝量:取 り込 み量 一細胞 内量
2).TrpおよびKNの定量:第 一章 と同様 。
実験結果
Fig.9.から明 らかな通 り、TrpならびにKNは、細胞 内へ時間依存的 に取 り込 まれた
が、Trpの取 り込 み速度はKNのそれよ りも速 く、細胞 内プール も大 きか った。細胞 内
へ取 り込 まれ たKNは時間経過 に伴 い、すみやかに直線 的に代謝 され た。一方 、取 り込
まれたTrpは15分程度 の1agを経 てすみやかに代謝 された。以上 の事実は、TrpとKNの
NA生成能の違 いの主 たる原因が細胞 内への取 り込みの差異 に基づ くものではな く、む
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第二節.キ ヌ レニ ン代 謝フラ ックス
第一章 においてTrp代謝 フ ラックスを検討 し、その殆 どがTOH生成 に偏 り
kynureninaseフラックスは極めて細 い流れであ ることを示 した。一方 、前節 で前駆体
をKNにす るとTrpに比べてkynureninaseを介す る流 れが太 くな ることが明 らか とな っ
た。そ こで放射性KNを用 いて フラ ックスおよび代謝物 の両面か らKN以降の代謝 を詳 し
く検討 し、Trp-NA系の調節 に関 して手掛 か りを得 る ことを 目的 とした。 さらに、代
謝 に関わ る酵素 の性質 につ いて も検討 を加 えた。
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1.キ ヌ レニ ン代謝 フラ ックス定量 の理論的背景
KN代謝 フラ ックスは、種 々の放射性KN(対照 と してTrp)を用 いて第一章 と同様 、放
射能の活性炭非 吸着および酸不溶性画分への移行 ならびに14C砺を測定す ることによ
り求 め られ る。Scheme2に放射性TrpならびにKNの予想 され る代謝 を示 した。以下に
使用す る放射 性KN(Trp)の種類 な らびにフラ ックス(rX)を求 める式を示 した。




①kynureninaseFx:L-[methylene"C]Trp;活性 炭 非 吸 着nmol+14CO2nmol
KN代謝
②kynureninaseFx:L-[methylene14G]KN;活性 炭 非 吸 着nmol+14CO2nmol
+酸 不 溶 性 画 分nmol齒
③transaminase.Fx:レ[sidechain2>3-3H]KN;(3H一酸 不 溶 性 画 分dpm括 性
炭 非 吸 着dpm一遊 離Alan皿01×3H比放 射 能)÷(3H比放 射 能/3)
④acety1-(AAFx:レ[benzenering-U-14C]KN;(14CO2dplDXV/比放 射 能)一
(NAnmol)+(活性 炭 非 吸 着dpm+酸不 溶 性 画 分dpm)÷比 放 射 能
2、.キ ヌ レニ ン代 謝 フ ラ ッ ク ス の 定 量
実 験 方 法
1)..放射 性 キ ヌ レニ ン の 調 製:雄 性 ラ ッ ト(体 重400g)にL-Trp(0.5皿ml)を腹 腔
内 投 与 し5.5時間 後 に切 除 し た肝 は 、3倍 量 の0.14YKCIでホ モ ゲ ナ イ ズ し、
20,000xg20分遠 心 上 清 を 酵 素 液 と し た 。 あ らか じめHPLCで精 製 した 放 射 性Trp
(L-[methylenel'C]Trp,L-[sidechain2,3-3H]Trp,DL-[benzenering-U-4c]Trp)
(約140nmol/ml)は各 々 酵 素 液150u1と共 に リ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)中で 、37℃ 、
3.5時間 イ ンキ ュ ベ ー トし た 。HC104で反 応 停 止 後 、 上 清 お よ び 回 収 洗 液 は 、
Dowex50Ax8(H},7×50mm)カラ ム に ア プ ラ イ し、蒸 留 水50m1、N-HCl20m1、2.5N--HC1
30m1で洗 浄 後 、 放 射 性KNは5N-HCI20皿1で溶 出 した 。 濃 縮 乾 固 後 、 少 量 の 蒸 留 水
に溶 解 してHPLC(FinepakSILC18.5,10%methanol)で精 製 し た 。KNに 相 当 す る
ピ ・一ク は 、PPC(東 洋No.51A紙 、 上 昇 法 、pyridine-methanol-water=4:1:1)で
さ ら に確 認 し た 。DL{benzenering-U」4C]Trpの場 合 に は 、 混 入 したD-KNをさ
らに 分 離 す る た め 、PPCで分 離 精 製 し た 。精 製 したKN(レ[methylene"C],L-
[benzenering-U-14C],L-[sidechain2,3-sH])には 、 混 在 す る放 射 性 の 不 純 物
は認 め ら れ ず 、比 放 射 能(dpm/nmol)はそ れ ぞ れ 、1500,800,1400であ っ た 。
2).フ ラ ッ ク ス の 定 量:放 射 性KNな ら び にTrpを用 い て 第 一 章 と 同 様 に行 っ た 。
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3).代 謝 物(KN,OHKN,OHAA,KA,XA,AA,キナ ル ジ ン酸(QnA))の定 量:0.05mYTrpな
ら び にKNを 添 加 し3時 間 培 養 し た 後 、0.45N-HClO4で抽 出 しHPLCによ・り定 量 した 。
AAは酸 性 下 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 濃 縮 し、 同 様 にHPLCによ り定 量 した 。KNお よ びKA
はDorvex50Ax8(200-400mesh,H+7x50mm)(36)およ びDoWexlx8(200-400mesh,
formate,7x50皿ID)(37)でそ れ ぞ れ 前 処 置 して か ら 同様 に分 析 したoHPLC条 件;
rinepakSIL{)覧8_5,lOmy,pH4.0,phosphatebuffer-methanol=19:1,0.8m1/min,
360nm。QnA削め冊exlx8カラ ム で 前 処 置 後 、HPLCによ り分 析 した 。HP㏄条 件;10
%methanol,320nm.
4).代 謝 物(QAな ら び にNA)の 定 量:',NAは 、 第 一 節 と 同 様 に 行 っ た 。QAの 定 量 は 、
HendersonandHirschの方 法(38)に よ り、'氷酢 酸 で 脱 炭 酸 後 、NAと して 定 量 し
た 。






























Fig.10.にKNフラ ック スな ら びに代 謝物 測 定 の結 果 を示 して い る611PLCにお けるKN
代 謝 物 の溶 出 はFig11.に示 す 通 りであ る。 添加KN量の54.5%が2-H遊離 反応 を受 けて
お り、Ala遊離 反 応 は20.4%もの 高値 で認 め られ た 。Trpを基 質 に した場 合 、Ala遊離反
応 は1.68%と低 く、Trpに比 べ てKNからのkynureninaseフラ ックス が著 レ く増 大 した
こ とが わ か る。一 方 、Acetyl-CoAフラ ックス は検 出 されず 、完 全 酸 化 系へ は ほ とん
ど流 れ な い事 が判 明 した。 これ らの フ ラ ック スを さ らに詳細 に検 討 す る ため代 謝物 の
検 出 と定 量 を行 った 。AAおよ びQnAは抽 出液 を濃 縮 後 にHPLCを行 って も検 出 され な か っ
た が、 そ の他 の代 謝 物 につ いて は前 処 置 せ ず にHPLC分析 が可能 で あ った。分 析 の結 果 、
KAならびにXAの生 成 総 量 は添加 量 に対 し55.8%であ り、、2-H遊離 フ ラ ックス と一 致 し
た。KA/XA生成 比 は5で あ り、KNはOIIKNに水 酸 化 され て か らよ り も直 接transa皿inateさ
れ る方 が圧 倒 的 に高 い ことが わ か った。 ま た、19.9%のOHAA、0.41%のQAならび に
4.93%のNAが検 出 され 、 これ らの総 量 はkynureninaseフラ ック ス値 とお お よ そ一 致
した。 さ らに残 存KNも含 め て総 代 謝 物 の 回収 は100.5%であ ったg以 上 フ ラ ックス測
定 、代 謝 物 定 量 の両 面 か らほぽ 同様 の流 れ を捕 らえ る こ と がで き、Trpの場 合 ほ とん
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ど検 出不可能であ ったNAへの流れ と主要 な代謝物の量 的な分布が判明 した。
3.キ ヌ レニ ン代謝物 の細胞 内外分布
酵母は、代謝物を大量 に菌体外へ排泄することが知 られている。KN代謝物 の場合 も
例外ではない0と ころで、生合成 について考え る場合 、菌体内の中間体含量 が問題 と
な る。そ こでKNから生成 した代謝物 の菌体内外 の分布 を検討 した。'
実験方法
1).培養方法:0.05mMおよび0.5躍Trp添加S培地 で30℃、3時間培養 した。
2).菌体 内外代謝物 の分離、抽 出な らびに定量:培 養液を遠心分離 によ り上 清 と
菌体 に分離 した。上清 はそのまま、あ るいは酸性下 に酢酸エチルで抽 出 した。
洗浄 菌体 は、60%EtOHで抽 出 し、濃縮乾固 して蒸留水 に再溶解後 、そのままあ1
るいは酸性下 に酢酸エチル抽出 し、HPLCによ り定量 した。上清あ るいは菌体抽
出液 中のNAとQAは第二節 の方法 で定量 した。
実験結果
Fig.12.から明 らかなように、基本培地 ではNAとQA以外の代謝物 はほ とん ど検 出 され
なかった。 この ことは、中間代謝物の レベルは極 めて低 く、素早 くNAへと代謝 され る
事を意味す る。0.05mYのTrp添加 時には少量のKAとOHAAが検 出 され た。一方、0.05mM
KN添加時 にはNA生成量 は174%に増大 し、細胞内量 も増加 した。生成 したKA,XAおよび
OHAAはほとん ど菌体外へ排泄 されたが、細胞 内のOHKN量は増大 した。添加す るKN量を
10倍量 に増加 した場合、・NAレベルは無添加時の240%まで増大 した。中間体 のほとん
どが菌体外 へ放 出されたのに対 しOHKNの細胞 内量 はさらに増大 した。 この事実 は、細
胞内OHKNの増加 とNA生成の 間には密接 な関係が存在す ることを示唆 してい る。一方、
KAはほ とん どが細胞外へ排泄 された。その量 は無添加時の15倍か ら100倍へ と増 大 し






終産物であろ うと考 え られた。代謝 され たKNの約50%がKAとして回収 された。XAの生
成 も添加KN量の増加 に伴 って増大 したが、KAのそれ に くらべて変動 が少な か った。一
方 、AAは全 く検 出されなか った。
第三飾. トリプトファン代謝関連酵素の諸性質
前 節 の代 謝 様 相 を さ らに詳 し く検 討 す るた め、主 な代 謝 関連 酵 素(kynureninase、
'tr
yptophantransaminaseならび にkynureninetransaminase)の活 性 な らび に諸性 質






粗 酵素 液 の調 製:S培 地 で3時 間 培養 後 、集 菌 体 は、緩 衝 液(10mll,pH7.0,
potassiumphosphatebuffer)で洗 浄 し、 同緩 衝 液 に再 懸満 してglassb6ads(YK
…2GX,0.25-0.5皿mφ>ShinmaruEnterprises)と共 に超 音 波破 砕'(UR-200P,Tomy・
Seiko)した。7,000xg・lOminの遠 心 分 離 上 清 を粗 酵 素 液 と し、tryptophan
transaminase(TTase)ならび にkynureninetransaminase(KTase)活性 の測 定 に供
した。KNaseにつ い て は、10ｵYPLPおよ び0.012-mercaptoethanolを含 む上
記bufferに懸濁 した菌 体 を破 砕 し、20,000xg20min遠心 上 清 を酵素 液 と した 。
酵素 活 牲 の測 定:
TTase,Linら(39);KTase,・Nakamuraら(A°);KNase,TanizaWaandSodaらの方
法(4Dを 用 い、分 光 法 あ る いは蛍 光 法 にて 測 定 した 。・
1unit;1時 聞 に1nmolの基 質 の 変換 を触 媒 す る酵 素量 と した。
タ ンパ ク量 の定 量:標 準 タ ンパ ク質 と して 牛血 清 アル ブ ミンを用 い て、Lowry
らの方 法(A2)で定 量 した。
実験結果
3酵素いず れ もPLPを補酵素 とす るため、Table4.にはPLPの有無 による活性 の変動









































あ る事 が うか が えた 。PLP添加 時のTTase、KTaseの最大 活 性 はKNaseに比 べ て著 しく高
、 く、TOHとKAの生 成 反応 が圧 倒 的 にkynureninaseフラ ックス を上 回 る流 れ で あ る こ と
牽裏 づ け た。0.5mYTrp添加 時 に はTTase活性 は若 干減 少 したが、KTase活性 は 、特 に
PLPの添 加 時 に増加 が認 め られ た 。KNase活性 はTrp添加 で減 少傾 向が認 め られ たが 、K
Nの添 加 で は影響 され な か った 。TTaseならびにKTaseに対 す るKm値は精 製 酵素 につ い
て報 告 され た値(7・9)よりか な り高 か.った。KNaseのVmaxはKNより もOHKNに対 して10倍
高 く、 しか もKm値は100倍も低 く、圧 倒 的 にOHKNの方 が好 い基質 で あ る こ とが 明 らか に
な った。 こ の こ とは、 前節(第 二 節)に お いてTrpまた はKNを前 駆 体 と した場 合 、AA
が検 出 され なか った事 実 を裏 づ け た。
第 四節.、 考 察 お よ び小 括
考 察
AhmadandYoatによ り、 酵 母 にお け るTrp-NA生合 成経 路 が初 め て報 告 され た(2)。
彼 らは放 射 性TrpのNAへの取 り込 み を 明 らか に し、好 気 的条 件 下 で の み本 経 路 が作 動
す る ことを 示 した 。 しか しな が ら丶詳 細 な代 謝経 路 な らび に代 謝 調節 につ い て はい ま
だ に動 物肝 と同様 で あ ろ う との推 測 の域 を でて い な い のが現 状 と言 え る。Trp代謝 フ
ラ ックス を検 討 した結 果 、既 に第 一章 で述 べ た よ うに、kynureninaseフラ ックス へ の
流 れ は極 め て細 か った。動 物 肝 にお い て タ ンパ ク合 成 以 外 にかな りの割 合 で
kynureninaseフラ ックス を通 りNAa合成 な ら びに完 全酸 化 系 へ代 謝 され る(1)のとは著
しい相違 で あ る。 本章 で は、Trp以外 の前 駆体 か らのNA合成 能 につ い て検討 し、Trpと
KNとの 間 にNA生成 能 の大 き な差 を認 め た。 酵母 に お いて 、Trpを含 む多 くの ア ミノ酸
はgeneralaminoacidpermease(GAP)系(43)を介 して細 胞 内へ取 り込 まれ る事 が報告
され て い る 。KNもTrpに類 似 した一種 の デ ミノ酸 で あ り、 同様 の取 り込 み系 の 関与 が
考 え られ た。 また 、ShettyandGaertnerは§.cerevisiaeにお い て、細 胞 外 か ら与 え
られ たTrpは窒 素 源 と して のみ 利用 され 、Trp分解 速 度 が遅 い事 を報 告 した(9)。さ らに 、
Neurosporacrassaでは細胞 外 か ら与 え られ たTrpは細 胞 内 で合 成 され たTrpと異 な る
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作 用 を示 す こ とを報 告 した(44)。Saccharomyces属にお いて 、vacuoleは細 胞 の
homeostasis維持 の た め に機 能 して い る事 が報告 されて い る(45)。また、 最小 培 地 で
増 殖 した酵 母 のTrpプール は非 常 に低 く、Alaのそ れ に比 べ1/1000近い レベ ル で あ ると
言 われ て い る(16・17)。これ らの報 告 か ら、細 胞 内 に取 り込 ま れ たTrpはvacuoleに存 在
す る こ とが予 想 され る。NA生成 の前 駆 体 と して のTrpとKNの細 胞 内分布 につ い て は明
らか で な い が、 少 な くとも細 胞 内 へ の取 り込 み におい て はNA生成 の大 き な違 い の原 因
とな る様 な 差 は認 め られ な か った 。 む しろTrpの細胞 内へ の取 り込 み の方 が速 か った。
この よ うに、TrpとKNの問に反 応律 速 段 階 の存在 す る こ とが 示 され た ためTrpの代 わ り
にKNを用 い て そ の フラ ックスを検 討 し、Trp-NA系の生合 成 につ いて手 掛 か りを得 た。
KNは圧倒 的 に2--H遊離 反 応 によ り代 謝 され る もの のkynureninaseを通 る流 れ はTrpから
の流 れ の10倍近 くで あ った。KNからkynureninaseを通 って代 謝 され た 中 間体 は主 に
OHAAとNAであ ったが 、OHAAは細胞 外 へ ほ とん ど排 泄 され た。.一方 、量 的 には低 い もの
のKNレベ ル の上 昇 に よ り細胞 内OHKNは上 昇 し、 そ の結果NA生成 が上 昇 した と思 わ れ る。
ま たAcetyl-(AAフラ ックス は存 在 す る と して も検 出限界 以 下 で あ り、 酵母 で はTrpは
ほ とん ど完 全 酸 化 され ない と結論 され た 。 この経 路 につ い て は これ まで定 量 的 報告 が
行 わ れ た こ とが な い。 一方 、KAならび にXAの生 成 は認 め られ た もの の 、動物 にお け る
代 謝物 と して 知 られ て い るキ ナル ジ ン酸(46)へは代謝 され ず 、酵 母 にお いて は これ ら
が最 終 代謝 産 物 で あ る こ とが 明 らか とな った。 ま たNeurospora(47)やPseudomonas
(48)でも報 告 され て い るAAは全 く検 出 され な か った。 この点 につ いて は
§.cerevisiaeで精 製 され たkynureninaseがKNより もむ しろOHKNに高 い親 和 性 を もつ と
報 告(9)されて お り、今 回S.uvarumにお い て も同様 の結 果 が得 られ た ことか ら裏 づ け
られ た。 結 局 、酵母 にお け るTrp代謝 は、 動物 肝 に近 い代 謝様 相 を示 す もの の、 部分 的
には 明 らか な相 違 が 認 め られ た。
小 括
[1]NA生成 能 にお いてTrpとKNの間 に著 しい差 が認 め られ、 この差 は菌体 内へ の取
り込 み よ りむ しろTrp-KN段階 に 関与 す る酵 素 の反 応 律速 性 に よ る こ とが示 さ
れ た。
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[2]KN代謝 をフラックスな らびに代謝物測定の両面か ら解析 した。2-H遊離反応 に
よる代謝 が圧倒的 に多 く、KAとわずかなXAを生成 した。kynureninaseフラ ック
スはTrpが前駆体 の場合 に比べて著 しく増大 し、OHAA、ANA、QAならびにoxxNの順
に生成 の増加 が認 め られた。Acetyl-CoAフラックスへの流 れは全 く検 出 されず、
キナル ジン酸な らびにAAの生成 も認 め られなかった。 フラ ックス測定 の結果 は
さらに酵素の諸性質 によって も裏づけ られた。
[割KN代 謝物 の細胞 内分布を検討 したところ、KA、XAならびにOHAAはほとん ど菌体
外へ排泄 されていたのに対 し、OHKNは細胞内に蓄積 してお りNAの増加 との関連
性が示 唆 された。・
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第 三 章.酵 母 にお け る トリプ トフ ァ ン サー イ ア シ ン系 の調 節 に 関す る検 討
Trp-NA経路 の最 初 の段 階 を触 媒 す るtryptophan2,3-dioxygenase(tryptophan
pyrrolase;TDO)[ECl.13.11.11]は種 々の生 物 にお いて 異 な る様 式 で調 節 され て い る。
Neurosporaでは 、最 終 産物 で あ るNADPHによ りfeedback(29)ある い はrepression
(28)によ り阻 害 を受 け、Xanthomonaspruniでは初発 の3酵素 がTrpによ り協 同 的 に
誘 導 され(30)、しか もTDOは、還 元 型pyridinenucleotidesによ りfeedback阻害 を
うけ る こ とが報 告 され て い る(3D。 ま た ラ ッ ト肝 で はTDOはNADPHによ りfeedback阻
害 を受 け る(32)とと もにTrpで活 性 化(33)あるい は安 定 化(34)を受 け る。 しか し、酵
母 に おい て は本 酵素 活 性 は現在 ま で の と ころ検 出 され て い な い。 酵母 で はNADは通気
状 態 に依 存 して2つ の異 な る経 路 で合成 され 、酸 素 が律 速 酵素 と されて い る
L-kynurenine3-hydroxylase(KNOHase)[ECl.14.13.9]の調 節 因子 の一 つ で あ る と報
告 され て き た(3)。と ころが前 章 の結 果 か ら、酵母 におい て初 発 酵 素 も何 らか の調節
を うけて い る可 能性 が示 され た 。 この よ う に酵 母 にお け るTrp-NA経路 お よ びそ の調節
につ い て は完 全 に明 らか に され て い る と は言 えな い。第 一章 な らび に第 二 章 で はTrp
-NA系が極 め て細 い流 れ で あ る こと、ま たKNからの流 れ はTrpからのそ れ に比 べ て増 大
す る ことを 示 した 。 しか しKNか らの代 謝 物 はNA合成 の 中 間体 よ りむ しろ圧 倒 的 にKA
で あ る。 こ の よ うな事 実 はTrpKNの 段 階あ るい はKN代謝 の初期 段 階が全 体 的 な流 れ
を制 限 して い る こ とを示 して い る。Trp-NA系の鍵 酵素 が他 の生 物 で も同様 の位 置 に
あ る ことを 考 え れ ば 、酵母 にお いて この段 階を詳 し く検 討 す る ことは意 味深 い と考 え
られ る。
第一 節.長 時 間培 養 によ るナ イ ア シ ン生合 成 能 の変 動
1.培 地成 分 の消 費 とナイ ア シ ン生合 成 能 の関連 性




1).培 養方 法:S培 地 に添 加 物 を加 え30℃で好 気 的 に培 養 し、経 時的 にサ ンプ リン
グ して 基 質 お よ び代謝 物 の定 量 を行 った。
2).菌 体増 殖 の 測定:第 二 章 と同様 。
3).グ ル コ ス お よ びTrpの定量:培 養 液 は、0.5NHClO4で抽 出後 中和 し、
BergmeyerandBernt(49)およ びDencklaandDeweyの方 法(14)によ り定量 した 。
4).ANA量 の 定量:培 養 液 は60%EtOHで抽 出 し、定量 は第 二 章 と同様 。
5).TOHの定 量:培 養 液 は酸 性下 酢 酸 エ チル で抽 出後 、定 量 は第 一 章 と同様 。
6).Trp代謝 フ ラ ッ クス の定 量:放 射 性Trp(L-[methylene14C]Trpならび に
L-[sidechain2,3-sH]Trp)を用 い て、第 一 章 と同様 、kynureninaseフラ ック ス
な らび に2H遊 離 フ ラ ッ クス を求 め た。
実 験 結果
Fig.13.にはTrpの主代 謝 物 で あ るToxなら びにNAの生 成 と グル コ スな らび にTrpの
消 費 を平 行 して 時 間経過 を追 って検 討 した結果 を示 して い る。0.5mMTrp添加 の有無
は増殖 に ほ とん ど影 響 しな か った。培 地 に添加 した グル コー ス お よ びTrpは速 やか に
消 費 され、Trp添加 時 にはTOHの生成 が認 め られ 、Trpがす べ て消 費 しつ くされ る と、
TOHの生成 は頭 打 ち にな った 。一 方 、NA生成 はTrp添加 で増 加 し、 グル コー スお よ び
Trpがほ とん ど消 費 しつ くされ た 頃 か ら急 速 に増 加 した。Trp無添加 時 に も同様 の傾 向
が認 め られ た 。 この事 実 は 、 グル コー ス はNA生成 に対 して抑 制 的 に働 い てお り、培 地
中 の グル コ ース が消 費 し尽 くされ て初 め て 中間代 謝 物 か らNAへと変換 され る ことを示
してお り、Trp--NA系の初発 段 階が グル コー ス に よ るcataboliterepressionを受 け る
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2。 長期培養時における前駆体のナイアシン合成におよぼす影響
第二章 で明 らかに したよ うに、短 時間培養でNA生成能 を比較す ると、前駆体 と して
添加 したTrpあるいはKNの間 には著 しい差が認 め られ た。本項 では長時間培養 時の前
駆体 の添加効果を検討 した。
実験結果
Fig.14.は総NA生成量 の増加 と細胞増殖 との関連 匪を示 している。前駆体がTrpの場
合、培 養初期 には緩 やか にNA生成 が増加 し、添加 したTrpのほとん どが消費 しつ くさ
れてか ら急 速 に増加 した。一方 、KNからのNA生成 は培養初期 か ら認め られ、Trpよりも
有意 に高 く、促進効果 にはほ とん ど遅延 が認 め られ なか った。KNはTDOによって触媒
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され る段 階 を ス キ ップす るた めTrpとの間 にNA生成 能 の差 が生 じた と考 え られ る。以
止の 結 果 は 、KNからg)NA合成 で は グル コース によ る抑 制 がTrpに比 べ て弱 く、TDOが






























第二飾.外 来性ヘ ミンの トリプ トファンーナイア シン系 におよぼす影響
酵 母 では グル コー ス に よ り ミ トコ ン ドリア の生 成 な ら び に クエ ン酸 回路 の酵 素 が
cataboliterepressionを受 け(5°)、外 来 性 ヘ ミ ンは これ を解 除 す る事 が報 告(51)さ
れ て い る。前 節 で は 、長 期 培養 によ る検討 か らTrp-NA代謝 はcataboliterepression
を受1オる こ とが 暗示 され た。 そ こで 、本 節 で は外 来 性 ヘ ミン添 加 によ る影 響 を検 討 し
た 。
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1.外 来 性ヘ ミンとナイアシン合成
本項で は、外来性ヘ ミンのNA生成 におよぼす効果 ならびにその濃度 依存性、 さらに
ヘ ム合成 の阻害剤であ るレブ リン酸(52)のNAレベル に対す る影響 について検討 し、ヘ




培 養 方 法:ヘ ミン(Sigma,bovine,type1)はNaUHで溶 解 後 、IIC1で弱 塩 基 性 に し
た後 培 養 系 に レブ リン酸(ナ カ ライ テ ス ク)と とも に添加 し、前 節 と同様 に培 養
した 。経 時 的 に増 殖 を 測 定 し、 冷60%HtOHによ りNA抽出を行 った。
増殖 な らび にNAの定 量:前 節 と同様 。
実験結果




















した結果で ある。培養初期か らヘ ミンを添加 した場合、5時間目以降、NAレベルの有
意 な増加 が認 め られた。 しか しrepressionが解 除 されか けた、培養 開始4.5時間後 に、
ヘ ミンを添加 した場合 にはほ とん ど効果 は認 め られなか った。ヘ ミンの添加効果 に1ag
ti皿eが認 め られることは、NA合成 に関与す る蛋 白の合成 あるいは ミ トコン ドリアの会
合(assembly)(53)に時間がかかるため と考え られる。また、Fib.16.には、NAレベルと
増殖 に対す るヘ ミンのdoseresponseを調 べた結果を示 している。無 添加 に比べ、高
濃度(50μg/m1)のヘ ミン添加では増殖 に対 して若干の促進効果が認め られ るが、NAレ
ベルに対 してよ り顕著な促進効果が認 め られ、外来性ヘ ミンとNAとの密接な関連性 が
示 唆 された。 さらにヘ ム合成 の鍵酵素 であるδ一aminolevulinatedehydratase(E.C4.
2.1.24)の拮抗 阻害剤 として知 られ るレブ リン酸 の増殖 とNAレベルに対す る効果 を検
討 した。その結果、高 濃度(53uY以上)の レブ リン酸 の添加 で増殖 およびNAレベルと
もほとん ど完全 に抑制 され たのに対 し、低濃度(26uY以下)ではNA生成 によ り選択的 に
抑制が認 め られた。 この事実 は、外来性ヘ ミンと同様 、内在性のヘムとNA生成 には関


























2.外 来 性 ヘ ミンに よ る ミ トコ ン ドリア機 能 の促 進
酵 母 で はcataboliterepressionによ り ミ トコ ン ドリア機 能 が抑 制 され る こ と(54)、
またヘ ム合 成 酵 素 活 性 の低 下 によ りヘ ム含有 酵 素 レベ ル が低 下 す る ことが報 告(55)さ
れ て い る。 そ こで 酸素 消 費 、 ミ トコ ン ドリア に局 在 す る酵素 の活 性 な らび にヘ ム含有
酵 素 の活 性 がヘ ミン添 加培 養 時 に どの よ うに変 化 す る か につ い て検 討 した。
実 験 方法
1).培 養方 法:第 一節 と同様 、0.5岨Trpの存在 下 また は非 存在 下 にお い て0.5μg
/皿1のヘ ミンを 添加 して6時 間培 養 後 集 菌 した細胞 を用 い た。対 照 には ヘ ミン無
添 加 で 同様 に培 養 した もの を用 い た。
2).増 殖 の 測定:第 二 章 と 同様 。.
3).酸 素 消 費 速 度 な らびに菌 体量 の測 定:培 養 液3mlを遠 心 分離(2,000rp皿,5min)
し、菌 体 を 蒸留 水500μ1に再 懸 濁 して、 そ の一 部 を希釈 して濁 度法 に よ り菌体 量
(皿gdrycells/ml)を測定 した 。 ま た 、懸濁 液50μ1を用 いて 、 グ ル コ ース(36mY)
を含 む リン酸緩 衝 液(0.lY,pH7.4)1.95m1中で酸素 電 極法(56)(Clark型電極YS153
31、Gilson社製)に よ り酸素 消 費 速 度(02nmol/min/mgdrycells:30℃)を測 定 し
た。溶 存 酸 素量 は、PYSを用 い るgobinsonandCooperの方法(57)によ り定 量 した。
4).酵 素 の抽 出 と活 性 測 定:集 菌 した菌 体(same培 養 液 分)は リン酸 緩 衝 液(0.1
乢pH7.5)で洗 浄 後 、 同緩 衝 液3.5皿1に懸濁 して3。5gglassbeadsと共 に第 二 章 と
同様 に超 音 波破 砕 後 、遠 心分 離(15,000xg,20min)で得 られ た上 清 を粗 酵素 液 と
して活 性 測 定 に供 した 。
lactatedehydrogenase(LDH;EC1.1.2.3)活性 はMortonandShepleyの方 法
(58)、catalase(EC1.11.1.6)活性 はgoggenkampらの方 法(59)によ り分 光 法
(HitachiU-3200)によ り定 量 した 。Iunitは、1分 間 に基質1μmolの変 換 を触 媒
す るの に必 要 な酵 素 量 と した。
5).タ ンパ ク量 の定 量:第 二 章 と同様 。
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実験結果
Table5.に外 来 性 ヘ ミンの 添加 に よ る ミ トコ ン ドリア機 能 促進 の結 果 を示 して い る。
NA前駆 体 と して のTrpの添加 如何 にかか わ らず 、細 胞 の酸 素 消 費 に は約20%の 促進 が'
認 め られ 、呼 吸活 性 の増進 が示 され た。 ま た酵 母 の ミ トコ ン ドリア(intermitochon
・driaspace)に局 在 し、ミ トコ ン ドリア成 熟 の好 指 標 とな るLDH(L--Lactateterricya-
;nidereductase,cytochromeb2)(60)活性 に は51～29%の促 進 効 果 が認 め られ た。 さ ら
{に、 マ イ ク ロ ボデ ィ ーに局 在 し、ヘ ム酵素 と して 知 られ るcatalase(61)活性 には51～
32%の促 進 が認 め られ 、 ヘ ム合 成 が促 進 され た こ とが うか が え た。 ヘ ミンの この よ う
な 効 果 はinvitroでは認 め られ ない た め酵素 系 に対 す る直接 作 用 で はな く、 む しろグ
























3.外 来 性 ヘ ミンと トリプ トフ ァ ン代 謝 フ ラ ッ クス
これ までNA生成 に対 す るヘ ミンの効 果 を検 討 し、 そ の結 果 、NA生成 とglucose
repressionとの相 関性 が示 唆 され た。 さ らにglucoserepressionの解 除 に よ り酵 母
一.48…
の ミトコン ドリア機能 が増進す る事 も認め られ た。酵母のNA生成 に ミトコン ドリアが
関与 していることは知 られてお り、ミトコン ドリア成熟 とヘ ム合成 は平行 して進行す
ると考え られ る。そこで、本項では、外来性 ヘ ミンがNA合成 に対 して作用す る段 階を
さらに詳 しく検討す るためフラ ックスの定量 を行 った。
実験方法
1).培養方法:第 一章 と同様、 閉鎖系で反応 した。すなわち10mlのマイヤ ー中
900μ1の培養系でヘ ミン(5ug/皿1)の存在下 または非 存在下 において02置換 して
培養 し、4時間あるいは6時間後 の各Trp代謝 フラックスを定量 した。また、同様の
系を用 いて増殖測定な らびにNA定量 を行 った。
2).増殖 な らびにNAの定量:第 一章 と同様 。
3).各Trp代謝 フラックスの定量:第 一章 と同様 。
実験結果
Fig.17.は培養後4時聞 目な らびに6時間 目におけるTrp各代謝 フラ ックスを示 してい
る。cataboliterepressionがかか った状態の4時間 目の時点で は、培養系 に添加 し
たヘ ミンの効 果はほとん ど認 め られず、増殖 な らびにNA生成 はヘ ミン無添加群 とほと
ん ど変化 がない。 タ ンパ ク画分な らびにtransaminaseフラ ックスへの流 れはわずかに
増加 して いた。一方、6時間後 において はNAレベル にはヘ ミンの添加 で35%の増加 が
認 め られ、それと対応 してkynureninaseフラ ックスの増加 が同程度認 め られた。他 の
フ ラックスは4時問 目と変化 が認め られず、ヘ ミンの効果 はcataboliterepression
の解除 と平行 してkynureninaseフラ ックス に特異的であった。以上のよ うに、前項 で
述べ たヘ ミンのNA生成 に対す る効果 がkynureninaseフラ ックスに至 る殺 階に対す る促
進 であ ることが明 らかにな った。さ らに、 フラ ックスの増加割合が、NA量の増加割合
と同程度で ある ことを考え合わせ ると、 この段階が主原因 と考え られた。ヘ ミンが
kynureninaseフラ ックスに至 るどの段 階に関与す るかは明白ではない。 しか しなが ら、
前項 で明 らかに したよ うにヘ ミンが ミ トコン ドリア成熟 に関与 していることを考 え合
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わせ れ ば 、Trp--NA系で唯一 ミ トコ ン ドリア に局在 す るLkynurenine3.hydroxylase
(62)あるい は、他 の起 源 で ヘ ム酵 素 と して知 られ るTDOが最 も影 響 を受 けや す い と考
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第三節 トリプ トフ ァンのイ ン ドール環 開裂活性の存在 と性質
Trpのイ ン ド ルー環 を 開裂 し、 分子 状 酸 素 を導 入 す る反 応 を触媒 す る代表 的 な酵 素 は、
動 物肝 で報 告 されて い るtryptophan2,3-dioxygenase(tryptophanpyrrolase:TDO;
EC1:13:11:11)(63)であ る。D-Trpや他 の イ ン ドール化 合物 に も作 用 し、肝 以 外 の臓
器 に広 く分 布 す るindoleamine-2,3-dioxygenase(IDO)も報 告(64・65)され て い る。 ま
た動植 物 に存 在 し、 ペ プ チ ド性 のTrpにも作 用 す るpeptidyltryptophan2,3・-dioxy-
genase(pyrrolooxygenase:pTDO;ECl:13:11:26)の報告(66)もあ る。 さ らに、Trpは
光 酸 化 に よ って非 酵 素 的 に開裂 しやす い と も言 われ る(67)。酵 母 で は、Trp--NA系の.
存在 が報告 され て い る もの の 、初 発 段 階 を触 媒 す る酵 素 活 性 は検 出 され て い な い 。 齒
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前 節 で は、酵 母 にお け るTrp代謝 にお いて イ ン ドール環 が開裂 す る初 発段 階 は
KNOHaseで触 媒 され る段 階 と と もに 、NAへの全 体 的 な流 れ を決 定 す る重 要 な位 置 を 占
め る こ とが示 唆 され た。そ こで本 節 で は酵 母 に お け るTrpのイ ン ドー ル環 を開 裂 す る触
媒 活 性 の検 出 とそ の牲 質 につ い て検討 した。
1.ト リプ トフ ァ ンの イ ン ドール環 開裂活 性 の存 在
微 量 活性 ⑳検 出が可 能 な放 射 性Trpを用 い る方 法 を利 用 しZcofactorを種 々検 討 し、
イ ン ドール環 開裂活 性の 検 出 とその諸 性 質 につ い て検 討 した 。
実 験 方法
1).菌 体 の培 養 な らび に粗 酵 素 液 の調 製:YPG培 地 で増殖 させ た菌 体 をIOmYpH7。3
potassiumphosphatebufferで洗 浄後 、1翩Trpを 含 む同bufferに懸濁 し、
glassbeadsとと もにDyno-Mill(3,000rpm;2minx3回)を用 い で破砕 し、iO5,000
xg、60min遠心 上 清 を透 析 あ る いはSephadexG25処置 を行 い調製 した。
2).活 性 測定 方 法:Peterkofskyによ る原 法(68)を改変 して用 いた 。
3).活 性 画分 の部分 精 製:粗 酵素 抽 出液 を4℃,16時 間 透析(2GmYpH7.3
potassiumphosphatebuf-fer)後、遠心 分 離 で不溶 物 を除去 し、同bufferで倍 希釈
し、DEAE-cellulosecolu皿nchromatography(1.2x32.5cm,20m藍potassium
phosphatebuffer)を行 った。 非 吸着 な らび に0.35藍NaCI溶出画分 は そ れぞ れ
SephadexG-100columnchro皿atography(2.1x49.5cm)を行 い 、rechro皿atograpy
の後 、部 分 精 製標 品 と した。性 質 の検 討 に は本調 製 物 を使 用 した 。
実 験結 果
①.ト リプ トフ ァンの イ ン ドール環 開裂 活 性(TCE)の測定
還 元 剤(Nadithionite)、forma皿idase(ラッ ト肝 よ り部分 精 製)な らび に
皿ethe皿oglobin存在 下 に、L-[ring-2-taC]Trpを基 質 と して反 応 させ 、 生 成 した
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艦411COOHを陽 イオ ン交換 カラムクロマ トグラフィーによ り分離 し、放射能を計測す る
こ とによ り活性を測定 した。なお、非酵素的な分解を補正 するため、酵素液 の代 わ り
;に蒸留水 を添加 して 同様 に反応 した ものをblankとした。詳細 な測定方法 はrg.is.に
示 した。本法 によ り、活性 と酵素量(タンパ ク量0.2mgまで)、反応 時間(1～3時間)と の





































Table6.から明 らか な よ うに 、酵素 活 性 は95℃、1min処理 に よ り完 全 に失 活 し、
熱 に不 安定 で あ った。 さ ら に、還 元剤 は活 性 発現 に必 須 で あ る こ とが明 らか にな った。
粗 酵 素 の段 階 で はfomamidaseは全 く必 要 で はな く、methemoglobinの添加 効 果 も少 な
か った。 、
③.分 子種 の異な る活性画分 の存在
イ ン ドール環開裂活性 を有す る画分 はF熄19.に示すよ うに、酸性域 に等電点を も
ち分子量 の大 きな活性分子種(1)とDCAC-celluloseに非 吸着性の弱塩基性 で分子量





2.ト リプ トフ ァンのイ ン ドール環 開裂活性の細胞 内分布
TDOならびにIDOは細胞質 に存在す ることが知 られている。 ところで トリプ トフ ァン
のイ ン ドール環 開裂活性 の酵母 にお ける細胞内分布を検討す る場合、酵母 は堅 固な細
胞壁(69)に覆 われてい るため、細胞顆粒 を傷つ けないよ うに穏 やかに分画す ることは
困難である。そ こで機械 的処理方法 と酵素的処理方法 を平行 して行 い、指標 酵素活性
の分布 か ら本酵素(TCE)の細胞 内分布を解析 した。
実験方法
1).細 胞 の 酵 素 処 理 と分 画:酵 母 細 胞 は 、Abuffer(0。8Ysorbitol,50mYpH7.2,
1mYtryptophan,20mYβ一mercaptoethanol)で洗 浄 後 再 懸 濁 し、Zy皿01yase-5000
(キ リ ン ビ ー ル)で30℃,2hr濁 度(A8。 。,。)が80%近 く低 下 す る ま で 消 化 さ せ 、
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2,500xg、10min遠心 分 離 後 の上 清 を さ らに20,000xg,20min遠心 分離 した。 上 清
(沈澱 画 分 はP2)はさ らに105,000xg,60皿in遠心 分 離 し、沈澱 画 分(P3)と上 清(Sup)
に分離 した。
2).超 音 波 破 砕 処理 と分 画:酵 母 細胞 は、Bbuffer(0.65Ysorbito1,50mY
pH7.2phosphatebuffer,1mHtryptophan)で洗 浄後 再 懸 濁 し、glassbeadsと
共 に超 音 波破 砕 し、1)と同様 に分 画調 製 した。
3).分 子 種 の確 認:蛋 白約IOmg相当量 をSephacry15-200colu皿nchromatography,
(20mMpH7.2phosphate.buffer,1.2x48.5cm>4Qdrops/fract)によ って分 析 し
た0
4).指 標酵 素 活 性 の 測 定:
Cytochromecoxidase(Cyt.ox.),PerlmanandMahlerX70';Palate
dehydrogenase(YDH),Bergmeyerら(71);Catalase,第二 節 と 同様;Yonoamine
oxidase,Taborらの方 法(72)に従 った。1unit;1μmole/皿inat30℃
蛋 白量 の測定;第 二 章 と同様 。
5).蔗 糖 密 度勾 配 遠 心:FukuiandTanakaの方法(73)に従 った,,すな わ ち1)で 『
得 られ たP2画分 は2回Bbufferで洗 浄後 、Cbufrer(20%sucrose,10m騒EDTA,10
皿YKC1,50mYpH7.2phosphatebuffer)に穏 や か に懸濁 し、 蔗糖 密 度 勾 配 層 に
重 層 し、40,000rp皿,70min,バーチ カル ロ ー タで遠 心 後 、定流 ペ リス タポ ンプ を使
用 して 空気 を送 り込 み な が ら下層 か ら分 画 した 。
実 験 結果
Zymolyase処理(E処理)な らび に超 音 波破 砕(S処理)細 胞 にお け るTrp環開裂 活 性
(TCE)の分 布 を指標 酵 素 の分 布 と比較 した結 果 をTable7.に示 した 。E処理 細 胞 にお い
てP2に65%、supに30%の活 性分 布 が認 め られYDHと類 似 して い た。Cyt.ox.活性 は9脇 がP2
に存 在 した 。一 方 、S処理 細 胞 で は 、P3に40%,supに60%の活 性 が認 め られ 、P2の損傷 と
酵 素 のsupへの遊離 が み られ たが 、cyt.ox.は85%がP3に保 持 され て お り、酵 素 の膜 へ の
結 合 の強 さ に相 違 が認 め られ た 。 さ ら に これ らの活 性 の 分子 種 を検討 した と ころ、
Fig.20.に示 す よ う にS処理 細 胞 のsupには3分子種 の存 在 が確 認 され 、voidに溶 出 さ
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          Table 7. Cellular distribution of TCE derived from 
 sonicated or Zymolyase-treated yeast cells.




















P2 none 0.13  2.31 0.76 15.6 94.5 1.81 37.0





 P3 0.02 0.32 4.8  0.06 0.89 5.4 0.52 7.95 6.0
Sup 0.03 2.08 31.4 0 0  0 0.66 52.0 39.0
P2 none 0.02 0.06 0.43 1.30 5.5 0.32  0.97
sonic. 0.07 0.21 4.6 0.09 0.33 0.50 1.77 1.6
sonic. 0.07 0.21
S Triton
P3 0.09 1.73 37.6 1.05 19.8 84.3 1.42  26.1 24.7
Sup 0.09 2.66 57.8 0.08 2.35 10.0 2.53 79.2 73.3
E: Zymolyase-treatment,  S: Ultrasonic-treatment
Fig. 20. Sephacryl S-200 column chromatogram 
of TCE derived from  sonicated cells.
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れ る皿と順次1、IIが溶 出 され た。E処理細胞か ら得 られたP2の超音波上清 には、皿
と1が 存在 し、 これ ら2種は ミ トコン ドリアに局在す る可能性が高い。またIIはおそ
ら く原形質 に存在す ると考 え られ る。1お よびIIは分子量の類似性か ら、前項 で示 し
た(1)および(皿)に相当す る ものであると考 え られ る。分画 した ミ トコン ドリアには
catalase、D一ア ミノ酸酸化酵素等 の局在 が知 られているマイ クロボデ ィ 一ー(6Dの混入
が考え られ る。 しか しなが ら、蔗糖密度勾配遠心分画 の結果、本活性 の大部分 は ミ ト
コ ン ドリアに局在 していた。 また熱処理(95℃,1min)後の残存活性を検討 したところ、
皿およびIIは、完全 に活性が消失 したのに対 し、1は比較的安定 であ り、約60%の活性
が残存 していた。 皿はIIと同様、熱 に不安定 であ り、細胞抽出液では検 出され る量 は
少 ない事か ら、活性IIが膜 に結合 しているかあるいは凝集 した ものではない かと想定
された。 また多分子種 の存在 が抽 出時 におけるartifactである可能性 を検討 す るため
蛋白分解酵素 の阻害剤 の添加 効果 を検討 したが影響 は認め られず、イ ン ドール環 開裂
活性TCEIおよびIIの存在が明 らかにな った。
3.ト リプ トフ ァンのイ ン ドール環開裂活性の諸性質
①。 安定性
活性分画過程 で、TCEIは皿に比べ熱安定性が高 い事が示 された。ここでは熱、蛋
白分解酵素 に対 する安定性 を検討 した。Trypsin処理で双方 とも活性が21.4%(TCEI)
と12.4%(TCE皿)に低下 し活性の本体が蛋 白であることが明 らかにな った。熱処理で
は95℃、1minで57.0%(TCEI)と1.3%(TCEII)、60℃、3minで77.4%(TCE)と21.2%
(TCEH)に活性 が低下 したが、1の方 が熱安定性 は高か った。
②.電 子供与系の影響
本酵素活性 の発現 には還元 剤が必須であ るため、種 々の還元剤 の効果を検討 した
(Table8.)。その結果 、Nadithionite以外の還元剤 はほ とん ど効果が認 め られなか っ
た。TCEIではglutathioneが、TCEIIではascorbate+methyleneblueがやや有効 であっ
た。 さらにTCEIではFADの著 しい促進効果 が認め られた。
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Table 8. Effects of electron donor systems on 
the enzyme activities.
Conc Conc. Relative activity (%)
Reducing systems
 (mM)  (uM) (I)  (II)
None 0 0
Na dithionite 3 FAD 0 100 100
1 152 101
100 478 102
Ascorbate 30 FAD 0 8 1
100 3 4
 Methyleneblue100 32 58
NADPH system FAD 100 29 0
(G6P,  G6PDH,  NADP) Methyleneblue 30 3 0
 —Mercaptoethanol5 0 11
 Dithiothreitol 5 15 20
 Glutathione 5 86 14
None  : Omit Na dithionite from complete system. 




 (VW (I) (II)
 D-Tryptophan 2 60 67
Tryptophol 1 38 15
Kynurenine 1 4 0
Kynurenate 1 21 0
Nicotinamide 1 12 0
Niacin 1 7 0
 NAD+ L5 0 7
 NADP+ 1.5 0 5
 NADH 1.5 88 71
0.15 51 51
0.015 0 0




③ トソプ ト7ア ン代 謝物 の影 響 ∵ ・ 、・
ラ ッ ト肝 な らび にXanthomonasのTDOはTrpの最 終産 物 で調 節 を受 ける ことが 報 告 さ
れ て い る(31.32)。TCC活性 に対 す るTrp代謝 物 の影響 を検 討 した結 果 、Table9.に示
す よ うに還 元 型 のpyridinenucleotidesで強 い 阻害 を受 ける こと が明 らか に な った。
D-Trp以外 の 他 の主 な最 終 産 物 は ほ とん ど効 果 を示 さな か った 。
④.superoxidedismutase(SOD)の影 響
IDOは、TDOと異 な り、 活性 発 現 にsuperoxideanion(02-)が必 須 で あ り、SODで活性
は阻 害 され る と報 告 され て い る(74)。TCEIおよ びIIに対 す る効 果 を検 討 した と ころ、
TCI:,1は75%、TCE皿で は40%の阻害 が認 め られ 、0ガの関与 が示 唆 され た。
⑤.諸 性質 の既 知 酵 素 との 比較
本 節 で得 られ たTCEIおよ び 皿の諸 性 質 を既 知 のTDO、IDO、pTDOなら びに光 酸 化 と比
較 した(Table10.)。分子 量 的 に は、TDOと全 く異 な りLIDOに近 い大 き さを示 した が、
多分 子種 を示 し、01igomerの可 能 性 が あ る点 でpTDOと類 似 して い た(66)。さ ら に還 元
剤 と してNadithioriiteが最 も有効 さ あ った点 もpTDOと類 似 して い る(66)。しか しなが




























い る点 でTDOと異 な って い る。 さ らに、TCEIはFADで強 く活性 化 され る こ とか ら光酸
化 と非 常 に類 似 した反応 特 性 を持 つ可 能 性 が示 され た。以 上 の結 果 か ら、TCEIおよ
びIIはTDOより もむ しろIDOあるい はpTDO型の酵 素 で あ る と考 え られ るが 、還 元 型 の
pyridinenucleotidesで阻 害 され る点 で はTDOとも類 似 して い た(32)。
第 四節 考 察 お よ び小括
考 察
酵 母 のTrp--NA生合成 経 路 の調 節 に関す る報 告 は現在 の ところ ほ とん どな い 。唯一
の報 告 はL--kynurenine3-hydroxylaseに関す る もの で あ り、好気 的 な状 態 の時 に根 っ
て ミ トコ ン ドリアの成 熟 と連 動 して外 膜 に局在 す る活 性 が上 昇 し、Trp-NA経路 が作
動 す る こ とか ら本酵 素 の律 速 性 が指摘 され て きた(3)。
本 章 で は長 期 培養 実 験結 果 か ら、NA生合 成 はglucoserepressionを受 けて い る こと、
しか もKNからのNA生成 は、Trpが前 駆 体 の場 合 に比 べ て影 響 が少 ない事 か ら、Trp--KN
段 階 がrepressionの標 的 で あ る ことが示 唆 され た。 と ころ で、大腸 菌 でcatabolite
repressionに関与 す る ことが知 られ て い るcyclicAYP(cAYP)(75)は、酵 母 で は グル コ
ース 添加 で む しろ上 昇 し、cataboliterepressionとは無 関係 と言 わ れて い る(76・ア7)。
従 って・ 酵母 に お1才るCatabOliterepressionの機 構 につ い て は現 在 ほ とん ど不 明 の
状 態 で あ る。 酵 母 を グル コ ース で増殖 させ た場 合 、 ミ トコ ン ドリアの呼 吸鎖 酵素 活 性
は低 レベ ル に抑 制 され てい る こ とが知 られ て い る(78)。またS.cerevisiaeにお いて 、
細 胞 外 に与 え たヘ ミンは ミ、トコ ン ドリアの機 能 を促 進 す る こと に よ り91ucose
repressionを解 除 す る ことが報 告 され て い る(5D。本 章 にお い て も外 来 性 の ヘ ミンの
NA合成 にお よ ぼす影 響 を検 討 した結 果 、cataboliterepressionの状態 に添 加 したヘ
ミンは、lagがあ る もの の、NA合成 に対 して 明 らか に促 進 効果 を示 し、repressionが解
除 され か け た時 期 に添 加 して もほ とん ど効 果 が認 め られ な か った事 か ら丶NA生成 に対
す るcataboliterepressionの関与 が 間接 的 に示 され た。 さ らに内在 性 の ヘ ム合 成 を
阻害 す る こ とに よ り、低 濃 度 で選 択 的 にNAレベ ル の抑 制 が認 め られ た事 か ら、 外来 性
ヘ ミン と同様 、 内在 性 のヘ ム とNA合成 の 密接 な 関連 性 が示 唆 され た。 さ らにヘ ミン添
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加 時 に は ミ トコ ン ドリア機 能 の増進 が明 らか に認 め られ た。 動物 肝 のTDOは分 子 状 酸
素 を基質 と し、補 欠 分子 族 と して プ ロ トヘ ムIXを必要 とす る(79)。本 酵 母 に お け る
Trp環開裂活 性 に もヘ ム の効 果 が認 め られ た(第 三 節)。 したが って、ヘ ミ ンに よ り
cataboliterepressionが解 除 され 、 ヘ ム合成 が促 進 され た結 果 、Trp環開裂 活性 が増
加 した と考 え られ る 。活性 が低 く測 定 が 不可 能 で あ ったKNOHaseも恐 ら く活 性 が増 加
Lて い る こ とが予 想 され た 。 これ ら2段階 での促 進 の可能 性 は明 らか で あ るが 、単 独
ある い は協 同的 い つ れ と も結 論 づ け る こと は現 時 点 で は 困難 で あ る。 これ らの段 階 で
の影 響 は、Trp代謝 フ ラ ックス か ら も裏 づ け られ 、 ヘ ミ ン添 加 時 のN姓 成 の増 加 の主
原awiがkynureninaseフラ ックスの増 加 に 由来 す る こ とが 明 らか に され た 。
イ ン ドール環 開裂 活 性(TCE)1およ びIIの存在 を 明 らか に した が、細 胞 内分 布 も異
な む、invivoにお い てNA合成 に実 際 関 わ って い るか ど うか は不 明 で あ る。しか しな が
ら、分 子量 的 に もallosteric酵素 とは考 え難 い もの の、還 元 型pyridinenucleoti-
desによ って 阻害 を受 け る とい った点 はTDOと類似 して お り(32)、TCEがNA生合 成 に重
要 な意 味合 い を もつ こ とが暗示 され た 。
小 括
[1]酵 母 のNA合成 にお い て、Trp--KN段階 が標 的 とな り、catabolitederepression
によ りNA合成 が促 進 され た。derepression作用 を もつ外 来 性 の ヘ ミン はNAを増
加 させ た。
[2]外 来 性 ヘ ミンは、 内在 性 ヘ ム と同様 、NA合成 を促進 し、NA合成 とヘ ム の 関連 性
を示 した。
[3]外 来 性 ヘ ミンは ミ トコ ン ドリア機 能 を促進 し、Trp環開裂 活性 あ るい はKNOHase
活 性 の上 昇 に よ り、kynureninaseフラ ックス を増 加 させ 、そ の結 果NA合成 の増
加 を 引 き起 こ した こ とが示 唆 され た。
[4]Trpのイ ン ドール環 開裂 活 性1お よ びIIを検 出 し、既 知酵 素 と比較 考 察 した。分
.1
子 量 、分 子種 の多 様 性 、還 元剤 な らび に0ガ の 関与 か ら、10Dなら び にpTOD型の
酵 素 と考 え られ たが 、TODと同様 、還元 型pyridinenucleotidesによ る阻害 を受
け、NA合成 との 関連 性 を 暗示 した。
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第 四章 ロイ シンによるペラグラ惹起説のモデルと しての酵母 トリプ トフ ァン ー
ナイア シン系利用 の試み ・ ラ
ヒ トのナイアシン(NA)欠乏症 として知 られ るペ ラグラの発症 の一原 因と して ロイ シ
ン(Leu)が報告 されてい る。(bpalanandSrikantialま、jow r(Sorghumvulgare)やト
ウモ ロコシを主食 とす る人 々の聞にペ ラグラが多発す ることか ら、 これ ら主食 に共通
してみ られ る高Leu含量 が主原因であると提 唱 した(4)。以来 、約30年にわた って論争
が続 け られてい るが研究のほ とん どが代謝物の尿 中排泄量 の変動か ら考察(8°・81)さ
れて きたため、再現性 に問題 が残 る。またNA代謝 の指標 と してNADを取 り上 げ、Leuに
よるラッ ト肝NADレベルの低下を示す報告 がい くつかあるが、その機作 につ いての統
一 した見解 は得 られていない(80-85)。
ところで、動物 にお ける代謝を考 えるとき、吸収、排泄、代謝 の臓器分担等 、単細
胞生物 では見 られない複雑 な因子を考慮 に入れなければな らないのは当然であ るが、
一方 で、細胞あ るいは酵素 レベルで考察す ることも必要である。動物肝 と同様 のTrp
-NA系を有 す る酵母 は、NA合成 に対す るLeuの影響 を単純化 した酵素系 で検討 す るため
のモデル系 として有用な示 唆を与え得 ると考 え られる。また、NA合成系 に関 しては、
生物種 によ る調節の多様性 が報告 されてお り、比較生化学的な面 か らも興味 が もたれ
る。以上 の観点か ら、酵母 のTrp--NA系に及 ぼすLeuの影響 について検討 した。なお、
ペ ラグラを誘発す る主食 におけるLeu/Trp比は約30であるとの報告結果(4)も考慮 に入
れ、比較 的高濃度 のLeuの影響 を検討 した。 また、それ らの効果がLeuに特異的 かどう
か他のア ミノ酸で も検討 した。 さらに、 ラッ ト肝細胞 のNADレベルを低下 させたLeu代
謝物 の律速酵素 に対 する影響 について も検討 し、酵母お よびラ ッ ト肝 で比較考察 した。
第一節 ロイ シンのナイア シン生成 におよぼす影響
1.短 時間培養 時におけるロイ シンの影響
Trp-NA経路 におよぼすLeuの影響 につ いて、Trpの酸不溶性画分への取 り込 みと平
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行 してkynureninaseフラ ッ クス、NAの生成 を 測定 す る こ とに よ り検 討 した。 またLeu
以 外 の ア ミノ酸 の共 存 の影 響 につ いて も検 討 した。
実 験 方 法
1).Trp代謝 フ ラ ックスの定 量:S培 地(0.05閲mHL-[methylene"C]Trp)で3時間培 養
し、第 一章 と 同様 にTrp代謝 フラ ックス(酸 不溶 性 画 分 へ の取 り込 み な らび に
kynureninaseフラ ックス)を測 定 した。種 々の ア ミノ酸 は終 濃 度lmYと な る よ
う添 加 した。
2).Trp代謝 物 の定 量:S培 地(0.5mYTrp)で3時間培 養 後 の60%EtOH抽出 濃縮 液
は、 第一 章 の方 法 で直 接HPLC分析 してKAならび にTOHを定 量 した。KNは第二 章 の
方 法 でDowexlx8を使 用 して前 処 理 後xPLc分析 した。Trp定量 は第 一章 と同様 。
種 々 の ア ミノ酸 は終 濃 度5mYと な る よ う添加 した。
3).Trp代謝 酵素 活 性 に対 す る各種 ア ミノ酸 の影 響:第 二 章 の方 法 で抽 出 し、TTase、
KTase、KNase活性 を測 定 した。各 反 応 系 へ の ア ミノ酸 の添加 は10mUとした。
実験 結 果
Fig.21.に示 す よ うにTrp代謝 フラ.yクス は全Trp代謝 、酸 不 溶性 画 分 へ の取 り込 み 、
Ala遊離反 応 の い ず れ もLeu濃度 依 存 的 に抑制 きれ た。=方 、Trp代謝 物 につ い て は
Fig.22.から明 らか な よ うに、Leuの添 加 に よ りTOHならび にKAの蓄 積 は抑 制 され たの
に対 しKNは有 意 に増 加 した。 これ らの事 実 は、Trpの取 り込 み抑 制以 外 に、KA生成 の抑
制 、あるいは、KN以降のNA生成反応1三対す るLeuの抑制効果 を暗示 した。
Leu以外 の ア ミノ酸 と してIle、Ala、Asp、Yet、Pheの共 存 の影 響 を調 べ た と こ ろ、11e、
Yet、PheでLeu同様Trpの取 り込 みを抑 制 し、同時 にTaxの生成 抑 制 が認 め られ た。 特 に
Leuの抑制 効 果 が強 くま たKNの蓄積 はYetを除 くほ とん どの ア ミノ酸 、特 にPheの添加 で
増加 した。Trp代謝 の各 フ ラ ックス も取 り込 み とほ ぼ 同程 度 た抑制 され た。従 って 、取
り込 み抑 制 が第 一 義 的 で あ ると して も、KN以降 の 他 の段 階 へ の影 響 が示 唆 され た 。
そ こでTrp、KN代謝 の分 岐 点 に位 置す る酵 素 と してTTase、KTase、KNaseを選 び各 種
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Fig. 21. Effect of leucine on tryptophan 
metabolism. 
Cells were incubated at30°C for 2 hrs in the presence of0.05mM 
 tryptophanp[methylene-14CFrp) with various concentration f 
leucine.
Fig.  22. The effect of leucine on 
tryptophan metabolites. 
Cells were incubated with 0.05mM tryptophan in the 
 absence or presence of  1mM leucine at 30°C for 3 hrs. 
Tryptophan metabolites were extracted from broth and 
 assayed. 
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ア ミノ酸 のinvitro添 加 効果 を検 討 した。KNase活性 はAsp以外 のす べ ての ア ミノ酸
で強 く抑 制 され、TTase活性 はLeuなら び にPheで、KTaseはLeu、Pheで抑 制 され た。
以上 、Trpの細 胞 内へ の取 り込 み な らび にTrp代謝酵 素 活 性 は酸 性 ア ミノ酸 以 外 の種
々 の ア ミノ酸 に よ り強 く抑制 され た が 、短 時 間 の培養 実 験 の た め 、取 り込 み抑 制 の影
響 が大 き く、代 謝 フ ラ ックス に対 す る影 響 は明 白 で はな か った。
2.長 時 間培養 時 に お け る ロイ シ ンの影 響
前項 でLeuはTrpの細 胞 内取 り込 み を強 く抑 制 す るた め短 時 間培 養 の 実験 で は代謝 に
対 す る影 響 は 明 白で な い こ とを示 した 。本 項 で は長期 培養 によ るNA関連 物 質 の 生成 に
対 す るLeuの影 響 と前 駆 体 効 果 につ いて 検討 した。
実 験 方 法
1).培 養 方 法:S培 地 を含 む試 験管 な ら びに コル ベ ンで30℃、1100scillations/
minで好 気 的 に培 養 した。
2).総NAの 抽 出 な らびに定量:培 養 液 を1NH2SO4、120℃、30min処理 後 、中和 した
抽 出液 を用 いて 、第二 章 と同様 に行 った。
3).NA関連 物 質 の抽 出 な らび に定量:培 養 液 か ら70%EtOH、85℃、5min抽出濃縮 液
をPPC(ToyoNo.51,n-buthano1¶ater-25%ammonia・110:19:1、上 昇法)で 分離 し、
各NA関連 物 質 の画 分 を2)の 方 法(酸 度 滴 定 法)で 定量 した。
4).NAD(H)およ びNADP(H):酸化 型 な らび に還 元型 はKlingenbergの方 法(86)によ り、
そ れ ぞ れHCIO4ならび にalcoholicKOHで抽 出 し、 サ イ ク リング法(87)で定 量 し
た 。
5).Trpおよ びLeuの細 胞 内取 り込 み の 測 定:各 時 間毎 に培 養 液 をsamplingし、遠
心 分 離 上 清 を0.5YHC104で処理 し、上 清 をKOHで中和 しア ミノ酸 分 析(ToyoJCL-
6AH,JO肌Ltd.)を行 った。 ま た、取 り込 ま れ たTrpは添 加量 か ら上 清 に残 存 して
い る量 を差 し引 くこ とによ って細 胞 単 位 量 当 た りの値 と して求 め た 。
6).KICの抽 出な らび に定 量:経 時 的 にsamplingした培 養 液 な らび に培 養 上 清4皿1
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に90%TCAO.5m1を添 加 して 、0℃30皿in抽 出 後 、.運心 分 離 上 清 を 定 量 に供 し
た 。KICの 定 量 は 、IchiharaandKoya皿aの方 法(88)・に 準 じた 。 す な わ ち 、Tris-
keto91utaratebuffer(0.02Ya-keto91utarate,0.2YTris-HC1(pH8.6))1m1、
TCA抽 出 液(標 準KIC)2ml、dinitrophenylhydrazine溶液1mlを 混 和 後 、 室 温
10min放置 し、cyclohexane5皿1で抽 出 した 。 有 機 層4mlを さ ら に10%NazCUs
1.5m1で抽 出 した 後 、Na2CO3層lmlに1NNaOH2mlを添 加 して 、5～20分後 に440nm
で 吸 光 度 を 測 定 した 。 、
実 験 結果
Fig.23.から明 らか な よ う に、0.5mYTrpの添 加 で48時間培 養 後 のANAは 約2倍 に増
加 した が、Leuの同時 添加 に よ り対 照 レベ ル まで抑 制 した 。Tlp添加 時 のANA増 加 に対
す る各 成 分 の寄 与 は、主 と してnicotinamide・nucleotides(2倍)とNA(14倍)によ る もの
で あ り、Leuの共 存 に よ りNAは低 下 した。 対 数 増殖 期 にはnicotina皿idenucleotidesは
ほ とん ど菌体 内に存在 したが・定常期 には・菌体外 へ放 出 され1ヒ・一方・NAにお いては





























加 時にはnicotina皿idenucleotidesの内、総NADは約5q%増加 し増加分 は酸化型 に依
存 してお り、総NADP量は有意 に減少 した。以上の結果が ら＼酵母 におけるNAの生成 は
極めて狭 い範 囲で調 節 されてい ることがうかがえた。す なわ ちTrp添加時 にお いて も
nicotinamidenucleotidesの細胞 内 レベル 増加 は2倍 程度 であ り、増加分 はほ とん
どNAへと代謝 され、しか も大部分菌体外へ放 出された。Leuによる総鵬生成 の抑制が





































Trpの取 り込 み は対数増殖期 の初期 にはすみやかに行われ るが、対数増殖期 の後期 に
、は取 り込み はほとん ど認 め られなか った。Leu添加 によ り増殖の遅延 が認め られた事
か ら、細胞mg当た りのTrpの取 り込み についてLeuの影響を比較検討 した ところ、Leu
の影響 はほ とん ど認 め られなか った。LeuによるTrpの取 り込 み以外の作用部位 に関 し
て ヒン トを得 るため、前駆体 と してKNならびにUHAAを用 いて実験 を行い、Trpの結果
と比較 した。その結果(rig.25.)、KNが前駆体の場 合LeuによるNA生成(nmol/IDgdry
cells)は抑制 されたが、細胞 内への取 り込みは初期 に若干 の抑制が認 め られ た ものの、L
対数増殖期 中期以後 はほ とん ど差 がな く、これ らの結果はTrpの場合 と同様 であ った。
一方 、前駆 体 としてOHAAを用 いた場合Leuの影響 は認め られず、む しろANA生成 は増加













スあるいはそれ以前の段 階に も影響 を持つ事 を示唆 している。Leuの添加 によ ってひ
きおこされ るNA生成の抑制 が、直接Leuによる ものかあるいは代謝物 に起因す るものか
を明 らかにす るため、Leuの代謝 について検討 した。Fig。26.から明 らかなように、Leu
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第二 節 酵 母 お よ びラ ッ ト肝L一 キ ヌ レニ ン3一 ヒ ドロキ シ ラ ゼ活 性 に対 す る ロイ
シ ン関連 物 質 の影 響
前 節 にお いて 、TrpからのNA合成 は、Leuの添 加 で 抑制 され る こ とを示 した 。 また前
駆 体 を用 い た実 験 か らKN-OHAAの段 階 へ のLeuの関与 が示 され た 。 そ こで 、酵 母 のTrp
-NA系の律 速酵 素 とされ るL-kynurenine3-hydroxylase(KNOHase)活性 に対 す るLeu
関連 物 質 の 影響 を検 討 す るた め 、酵素 の部 分精 製 を行 った。本 酵 素 が ミ トコ ン ドリア
(Yt)外膜 に局在 す る ことは既 に報 告(62)されて い るが、 活性 は極 め て低 く、酵 母 にお
け る本 酵 素 の精 製 報 告 はな い 。 さ らに、ラ ッ ト肝 のKNOHaseに対 す る影 響 も検 討 し、酵
母 で認 め られ た現 象 が動物 起 源 の酵素 で も起 こ り得 る か を考 察 した。
1.酵 母Lキ ヌ レニ ン3一 ヒ ドロキ シ ラー ゼの部 分 精 製 と性 質
実 験方 法
1).ミ トコ ン ドリアの調 製:30℃ 、通 気量7.51/minでYPG培地 を含 むjar
fermentor中20時間培 養 し、集菌 洗 浄 後 、菌 体 を一20℃凍結 保 存 した。 菌 体 は
pH7.5,lOmYmercaptoethano1存在 下 にZymolyase-5000(KirinBrewery)でプ ロ
トプ ラ ス ト化 した。1.3Ysorbito1,0.1mYEDTAを含 むIOmYpH7.5Tris-HCl
buffer中でhomogenizeし、2,500xg5min遠心 分 離後 の上 清 を20,000xg30min遠
心 分 離 して ミ トコ ン ドリア を調製 した。
2).ミ トコ ン ドリア外膜 の調 製:OkamotoandHayaishiの方 法(89)を用 い て
digitonin(半井 化 学)処 理 し、希 釈 懸 濁液 を12,000xgl2皿in遠心 分 離 処 理 して
得 られ た沈 澱 画 分 に含 ま れ る内膜 お よ びマ トリックス を除 去後 、105,000xg、90
min遠心 分 離 しで調 製 した。
3).酵 素 の可溶 化 と部 分精 製:外 膜 をmannitolに懸濁 し、1%digitonin溶液(20
μHFAD,5mYDTTを含 む)を 添加 し、氷 浴 中 で3時間撹 拌 して 可溶 化 させ た。
105,000xg90min遠心 上 清 を透 析 膜(三 光 純 薬)に つ め、polyethyleneglyco1
20,000(和光 純薬)粉 末 で 、4℃ 、5時 間濃 縮 後 、SephadexG-200カラ ム ク ロマ
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トグ ラ フ ィー(1.2x42cm,50mYpH8.OTris-HCIbuffercontaining20uYFAD
5皿YDTT)を行 った。 タ ンパ ク量 は、280n皿の 吸収 で 、digitonin量は フ ェノ …
ル硫 酸 法(go)にて定量 した。
4).KNOHase活性 の測 定:Schottら の方 法(3)に準 じた 。1皿1の 反応 系 に、L--KN
lumol>NADPHO.5umol,KCN10ｵmol>PCYB40umol,pH8.OTris-HClbuffer100
μ皿olと酵 素 を加 え て30℃で振 盪 しな が ら反 応 した 。0.2YK3Fe(CN)6(inlM
pH6.・8phosphatebuffer)0.5・m1の添 加 で反応 停 止 させ 、生 成 したxanthomatine
と過 剰 のferricyanideはascorbicacidで還 元 し、dehydroxanthomatineを1.5
mlのbutanol-HC1で、 素早 く抽 出 し、有 機 溶媒 層 の吸収 を492nmで測 定 した。
1unit:30℃、1min間に、1nmolの3-hydroxykynurenineの生 成 を触 媒 す る酵
素 量 。 タ ンパ ク定 量 は第二 章 と同様 。
実 験 結 果
齔 含 量 の高 い細 胞 を 得 るた め、YPG培地 で最 大通 気 条 件 で得 られ た対 数 増 殖 期 後半
の細 胞 を 、酵 素 処 理 にて プ ロ トプ ラス ト化 し、得 られ たxt画分 か ら さ らに ジギ トニ ン
で外膜 を分 画 し、 可 溶化 して部 分精 製 酵素 を得 た。
① 酵 素 の安 定 性
種 々のpHの緩衝 液(100mY)に懸 濁 させ たYt状態 の活 性 の安 定 性(30℃ 、2時 間)
を検討 した と ころ、pH5～10の範 囲 内 で緩 衝 液組 成 に無 関係 に90%以上 の安 定 性 が認
め られ た の で、処 理PAを8.0に設 定 した 。外 膜状 態 で は、-20℃で少 な くと も15日間安
定 で あ った の に対 し、可 溶 化 酵素 は、-20℃、20時 間 で約20%に ま で活性 は減 少 した。
安 定化 剤 を検 討 した結 果 、FADならびにDTTに効 果 が認 め られ た。比 較 的高 い安 定 化 効
果 は5mYDTT+20uYFADに 認 め られ た が、可 溶 化 前 の活 性 の66%で あ った 。
② 酵 素 の 部 分精 製
Yt外膜 か らdigitoninで可 溶 化 後 、SephadexG-200カラム ク ロマ トグ ラ フ ィ ーを行
い 、主 た る不純 タ ンパ クな らびに可 溶化 剤 と分 離 し、比 較 的 、比 活 性 の高 い画 分 を分
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取(部 分精製酵素)し たが、安定性は極 めて悪 く、Table11.に示す ように、比活性
の上昇 はほとん ど認 め られなか りた。
轟




















































































③ 酵素 活 性 に対 す る ロイ シ ン関連 物 質 の影 響
酵 素標 品 と してxtなら び に部 分精 製 酵 素 を使 用 し、Leu関連物 質 の影 響 を検 討 した 。
Table12.に示 す よ うに、Leuを始 め とす る分 岐鎖 ア ミノ酸 は全 く阻 害 効 果 を示 さな か っ
たが 、 それ らの ケ ト酸 は強 い阻 害 を示 した。 また 、他 の ケ ト酸 は、Yt酵素 に対 して ほ
とん ど阻害 しな いか 、弱 い 阻害 に と どま って い た の に対 し、部 分 精 製 酵 素 に対 して は、
分 岐鎖 ア ミノ酸 と 同程 度 阻害 した 。acetoaceticacidはあ ま り阻 害 しな か つた 。
pyruvicacid(Pyr)ならび にaketoglutaricacid(aKG)は、 イ ンタ ク トなYtでは、
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pyruvatedehydrogenaseならび にTCA回路 の酵 素 に よ りす ばや く代 謝 され て しま う
ため に、 阻害 効 果 が認 め られ な か った と考 え られ る。阻 害様 式 な らびに阻 害定 数 を検
討 した と ころ 、KICは非 拮 抗 阻 害[Ki:4.2mY(KN),8.3mY(NADPH)]、またPyrな らびに
aKGは混 合 型 阻 害 を示 した。
以 上 の結 果 か ら明 らか に され た酵母 のKNOHaseの性質 と、前 節 で明 らか に され たKIC
の 蓄積 結 果 とを考 え合 わせ 、Leu添加 時 のNA生成 抑 制 の一 因 と して、KNOHase活性 に対
す るKICの阻害 が示 され た。
2.ラ ッ ト肝 レ キ ヌ レニ ン3一 ヒ ドロキ シラー ゼ の部 分 精 製 と性 質
実 験 方 法
1).動 物:雄 性 、SD系ラ ッ ト、400g体重(CharlesRiver)、固形 食(YF,オリエ ンタ
ル酵 母)自 由摂取
2).肝Ytの 分画:断 頭 し、 す ばや く摘 出 した ラ.yト2匹分 の肝 を9倍量 の0.25Y
sucroseでho皿ogenateし、Hogeboo皿の方 法(9DでYtを調 製 した。 さ らに、 外膜 の
調 製 はOkamotoらの方法(92)に準 じた 。す な わ ちxt(300mgprotein,0.25H
sucrose)6mlに3倍量 の冷2%digitonin(0.25Ysucrose)溶液 を添加 し、20min、
0℃で撹 拌処 理 後 、冷0.25Ysucrose30m1で希釈 した(unfractionated,digitonized)
。9,500xg10min遠心 分 離(9>500xgppt)後、上 清 とfluffy層は40,000xg10皿in
遠 心 分 離(40,000xgppt、褐色pellet)した。 上 清 は さ らに105,000xg90min遠心
分 離 して、 赤褐 色pellet(105,000xgppt)と上 清(105>OOOxgsup)を分離 した 。
3).酵 素 活 性 の測定:
KNOHase;.若干 変 法 し、前 項 に準 じた。 す な わ ち1mlの反 応 系 に、0.2umolKN,
0.4umolNADPH,10umolKC1,100pmolpotassiumphosphatebuffer(pH8。0),適当
量 の酵 素 を加 え 、24℃で振 盪 しな が ら反 応 した 。
monoa皿ineoxidaseおよ びYDHは第 三 章 、タ ンパ ク量 は第 二章 の方法 と同様 。
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実験結果
① ミ トコン ドリアの分画 と酵素の局在
KNOHaseは、Table13.に示 す様 に、63%(分画活性 の70%)の活性が105,000xgpellet
に認 め られ、分画前 の比活性 に比べ、約15倍に上昇 した。 また、外膜の指標酵素 である
monoamineoxidaseは、同画分 に45%(分画活性の57%)の活性 が認 め られ、 ほぼ 同程
度 の挙動を示 したが、後者 の方 が、当画分 における回収 が若干悪 く、膜結合性 の差異
によると考 え られた。またmatrixの指標酵素 であるYDHは94%の活性 が9,500xgpptに
存在 し、他の画分 への移行 はほ とん ど認 め られ なか った。以上の事実か ら、本分画法
は極 めて有効 で、外膜 を高純 度で分画す る事が 出来 た。また、酵素 は可溶化 しない限
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② 酵素活性 に及ぼす ロイ シン関連物質 の影響
酵素 として、105,000xgpelletのYt外膜(0.05皿gprotein)を使用 し、Leu関連物質の
酵素活性 にお よぼす影響 を検討 した ところ(Table14.)、分岐鎖 ア ミノ酸な らびにその
ケ ト酸 は20m膿 度 において も抑制を示 さなか った。PyrやaKGによる阻害 も全 く認め































































































































ペ ラ グ ラ の モ デル 実験 の一 つ と して 、 ラ ッ ト肝NADレベ ル を指 標 と してLeuの影 響 を
検 討 した報 告 例 は多 い。飼 料 中 に過 剰 に存 在 す るLeuによ って肝 ニ コチ ンア ミ ドヌ ク
レオ チ ドの有 意 な低 下 がお こ るが 、この原 因 と して 、.Lojkinはア ミノ酸 イ ンバ ラ ンス
によ る血 中、 組 織 中TrpVベル の低 下 を(82)、YagboulandBenderはLeuにょ る
kynureninase阻害 を(8°)、さ らにSakakibaraらはLeuによ るTrpの腸 管 吸収 阻害 を(83)
そ の主 原 因 で あ る と報 告 した 。 ま た 、Yamadaら`ヰLeuの過 剰 投 与 時≡に認 め られ る ケ ト
ジ体 レベ ル の上 昇 がTrpのみ な らずNAか らのNAD合成 を抑 制 す る こ とが原 因 で あ る と報
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告 した(85)。これ らの報告を分析 してみると、Trpの他種 ア ミノ酸 との競合 あるいは
Trp-NA代謝酵素へのLeu等の直接 の影響 に集約 され る。
好気的 に培養 した酵母で は、前章か らも明 らかなよ うにTrpから動物肝 と類似 の代
謝経路でNAを合成す る。調節 に関 して は依然 として明白でない点 が多い ものの、単純
化 したモデル系 と しての条件 は備えている と言 え る。
酵母 によるNA合成 に対 してLeuは明 らかな阻害 を示 し、短 時間培養ではTrpの細胞内
へ の取 り込 みが強 く抑制 された。Ile,Yet,Pheでも同様 の作用が認 め られた。Trpと
Leuは異質のア ミノ酸 であるが、大過剰 に存在す るLeuはTrpの取 り込みを明 らかに抑
制 した。酵母 におけるア ミノ酸輸送 の制御機構 として、nitrogencatabolite
repressionが知 られている。ア ンモニ アが存在す る限 り、ア ミノ酸 を窒素源 と して利
用す るうえで重要 な役割を果 たすGAP(generalaminoacidpermease)系は抑制 され
る(43)。この系は塩基性 ア ミノ酸 およ びプ ロリンを除 く中性 ア ミノ酸 に低 い特異性を
もち、特異性の高 い輸送系 と区別 され る(93)。さらに、ア ミノ酸 の細胞内濃度 の上昇
に伴 い、輸 送能 が急激 に減少す るfeedback阻害(94)、また、構造的 に類似 していな
い別 のア ミノ酸 プールによるtransinhibition(95)をうけるなど複雑 である。従 って、
TrpならびにLeuがどの系によって取 り込 まれ、 どの機構 で抑制 されたかを考察す るこ
とは困難で ある。 しか も、酵母では細胞 内のア ミノ酸 プール として液胞(vacuole)
(45)が知 られてお り、この器官へ の能動輸送 の問題 もある。第一章で明 らかに したよ
うに、Trpの主 たる代謝経路 は タンパ ク合成 であ る。従 って、優先 的.にGAP系で取 り込
まれるため に強 い競 り合 いが、あるいはtransinhibitionによ り阻害 が認 め られたとも
考 え られ る。 しか しなが ら、第一章 で明 らかに したように酵母 におけるNA生成 に関与
す るkynureninaseフラックス の最大活性 は対数増殖期 の中期 に認 め られ ることか ら、
初期 に認 め られ る取 り込 み抑制が最終 的なNA生成の レベル低下を引き起 こした可能性
は排除 出来 ない。LeuによるNA合成の抑 制効果の程度 が対照 レベル以下 に抑制 されな
か った事か らも可能性が示唆 され る。Sakakibaraらは、腸切片を用 いた実験 か ら、
TrpがL系を介 して取 り込 まれ、 同様 の系 で取 り込 まれ るLeu、Ile,Va1,Yet,Pheで強 く
抑制 され る ことを示 した(83)。しか しなが ら、PheやYetの過剰食 ではNADの低 下が認
・め られない点、肝 タ ンパ クへ のTrpの取 り込 みがLeuの同時投与で影響 されない点 から
Umezawaらはこの腸管 吸収抑制説 をむ しろ否定 してい る(96)。動物では、腸管吸収部
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泣 に密度差が ある点、Leuは肝以外特 に骨格筋 でア ミノ基転移 を受 けた後、血流を介
して肝 に運 ばれて代謝 され る(97)とい った特殊性 か ら、酵母 との相違 が生 じた ことは
当然 とも考 え られ る。また、本章では、Leuの過剰添加 によって 酵母 のTrp-NA系の
臓謝抑制が起 こることも示唆 された。前駆体効果 な らびに酵素系 に対す るLeuおよび
そ の代謝物 の影響 か ら明 らか にしたように、RN-OHAAの段 階を触媒 するKNOHaseな
らびにKNase活性抑制が、NA合成低下の一 因 と考 え られ る。また酵母 ではLeuの代謝
物で あるKICでKNOHase活性が抑制 されたが、 ラッ ト肝酵素 では認 め られず 、両酵素
の赧 違点が明 らかになった。
小括
[1]酵母 では、多量 のLeuはTrpの細胞 内へ の取 り込みを強 く抑制 した。同様 の効果
は、11e、Yet、Pheでも認 め られたが、Aspでは認 め られなか った。取 り込 み抑制
の結 果、すべてのTrp代謝 フラ ックスが抑制 された。長期培養では、これ らの抑
制効 果が認 め られなか った。
[2]酵母で は、多量 のLeu添加 によ り、NA生成な らびにTOHとKA生成 は抑制 され たが、
KNレベ ルは増大 してお り、LeuはTrpの取 り込み抑制以外 にTrp代謝系へ も影響
を及 ぼ した。
[3]LeuによるNA生成抑制 は、TrpならびにKNが前駆体 の場合 にのみ認め られ、OHAA
では認 め られず、Leuの作用部位 としてKN--OHAAの殺 階が示 唆された。
[4]Leuは、invitroで、KNase、KTase、TTase活性を強 く抑制 し、NA合成 が抑制 され る
可能性 が示 された。11e、Pheでも類似の抑制効果が認 め られた。
[5]酵母 か ら初 めて部 分精製 したKNOHaseに対 して各種 ケ ト酸が阻害作用を有 する
ことを見いだ し、NA合成抑制 の一因である可能性 を指摘 した。 ラ ッ ト肝酵素で
はケ ト酸 による阻害 は認 め られず、酵母酵素 との違 いを明 らかに した。
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第五章 総括および結論
トリプ トファンは タンパ ク合成 の素材並 びにエネルーギー源 と してのみな らず、多
岐 にわたる代謝を受 げ、数 々の重要な生理活性物質へ と変換 され る。酵母 にお ける ト
リプ トフ ァン代謝 の全体的な流 れを定量 的に解析 した報告 はない。また、生 理的 に重
要 なNAI冶成 への流 れな らびにその調節 に関する報告(2'3)は限 られてお り、動物肝
(24)ほど明 らかにされていない。本論文 ではNAD生合成 に重点をおいて酵母Saccharo-
mycesuvarumにおける トリプ トフ ァン代謝の全体像 を明 らかに し、その調節 の一端 を
明 らか にした。 さらに、S.uvarumをトリプ トファンーナイア シン経路 のモデル系 と し
て ロイシンによるペ ラグラ惹起説(4)の検討 を試 み、ロイシンによるナイアシ ンレベル
低下機序 の解 明な らびにラ ッ ト肝 との比較生化学 的検討を行 った。
1.Saccharomycesuvarumにおける トリプ トファン代謝 の全体像
トリプ トファン代謝の全体 的な流れを考察す る手段 として、芳香族 ア ミノ酸 の特異
性を うま く利用 した簡便なSmithe(1)が酵母 における代謝研究 にも適用 で きること
を明 らかに した。本法を用 いて トリプ トフ ァン代謝 フラ ックスを定量 的に解 析 した結
果 、フラックスの中心 はタ ンパ ク合成で あり、ア ミノ酸 の基本 的な役割の重要性 が再
認識 された。さらに主代謝反応 は2-A遊離 に基づ くtransa皿inase反応であ り、代謝物
の大部分 は、 トリプ トホールに変換 された。 この事実 はKradolferらの報告(7)と一
致 したが、本論 では定量 的かつ化学 的 に明白に同定 した。他 の少量 の代謝物 と して、
キ ヌレン酸 な らびにイ ン ドール酢酸を検 出 し、 これ ら代謝物総量 と2-H遊離反応 を介
す る代謝 フラ ックスの値 はよ く一致 してお り、使用 した代謝 フラ ックス定量 法 の妥当
性 が示 され た。また、 中間体 の添加実験 か ら、Saccharomyces属における トリプ トホ
ールにいたる トリプ トフ ァン代謝経路 の概略 は、 トリプ トファン→イ ン ド ルー ピル ビ
ン酸→ イ ン ド ルーー3一アセ トアルデ ヒ ド→ トリプ トホールであることを示唆 した。 トリ
プ トホールへの反応 は低濃度 の トリプ トフ ァン添加 では認 め られず、高濃度 の トリプ
トフ ァン添加で著 しく増大 した。一方 、NA哈成 に関わるkynureninaseフラ ックス
は極めて細 い流 れであり、・両反応の トリプ トファン濃度依存的な特性の違 いを明 らか
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に した。さ らに各 トリプ トフ ァン代謝 フラックス活性 の増殖時期 に依存 した変動 を明
らか にした。
2.Saccharomycesuvarumにおける トリプ トフ ァンか らのナイア シン生合成 とそ
の調節
Ahmadら(2)によ り、好気的 に培養 した酵母 では動物肝 と同様 トリプ トフ ァン…ナイ
アシン経路 が存在す る ことが報告 された0レ か しなが ら、詳細 な代謝経路な らびに代
謝調節 に関 して1≠いまだ推測の域 を出ていない。第 一章で は、ナイ アシン合成 に関わ
るkynureninaseフラ ックスは他の トリ、プ トファン代謝経路 と比較 して極 めて細 い流
れであることを明 らかに した。第二章 では、 トリプ トフ ァン以外の前駆体 か らのナイ
アシン合成能を検討 し、 トリプ トフ ァンとキヌ レニ ンとの間にナイ アシン合成能の大
きな差 を認 めた。 この差 が基質 の細胞 内への取 り込 みの差異 に基づ くもので はな く、
む しろ代謝 酵素 の反応律速性 に由来す ることを暗示 した。放射性キ ヌ レニ ンを使用 し
て代謝 フラ ックスな らびに代謝物両面 か らキヌ レニ ン以降の代謝 を検討 した結果、キ
ヌ レニ ン代謝 ブラックろの中心 は圧倒 的にtransaminase反応 によるキ ヌレン酸生成 で
あ ったが、kynureninaseを介す るキ ヌレニ ンの代謝量 は トリプ トファンのそれの約10
倍 であった。 この増加分は3τ ヒ ドロキシアン トラニル酸 な らびにナイアシンの増加
に依存 していた。 トリプ トフ ァンーナイアシン経路 中間体 の細胞 内外分布 の測定結果
か ら・3三 ヒ ドロキ シキ ヌ レニ ンの細胞内 レベルの増加 がキヌ レニ ンか らのナイア シ
ン合成 を もた らした と考 え られ る。Acetyl-(AAフラックスはほとん ど検 出されず、,
動物肝 の完全酸化系への流れの太 さ(1)との相違が明 らかとな った。
酵母 におけるナイア シン合成 の調節酵素 として、すで にSchottandStaudinger(3)
によ りL-kynurenine3-hydroxylaseが報告 されている。本酵素 は酸素 の存在 で活性化
され ることか ら、酸素 による ト・リプ トフ ァンーナイアシン合成系作動 の調節 の鍵 をに
ぎることが示唆 されている。 しか しなが ら、好気的条件下 にお ける律速段 階であ るか
どうかは明 らかではない。第二章 では、 トリプ トフ ァンか らのナそアシン合成 の律速
段 階 として、 トリプ トファンか らキヌ レニ ンにいたる段 階の可能性 を示 した。第三章
では、ナイ アシン生合成がcataboliterepressionを受 けている ことを示 し、
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cataboliterepression解除作 用 を持 つ外 来 性 の ヘ ミン(51)の添 加 によ り明 らかな ナ
イ ア シ ン生 成 の増 加 を認 め た。 キ ヌ レニ ンよ り もむ しろ トリプ トフ ランを前 駆 俸 と し
た場 合 にヘ ミ ンの効 果 は強 く認 あ られ た こ とか らぐ トリプ トフ ァ ンか らキ ヌ レニ ンに
い た る段 階 がcataboliterepressionをう け る こ とを示 唆 した。 また 、ドヘ ミ ン添加
に よ る ミ トコン ドリア機 能 な ら びにヘ ム合 成 の促 進 、さ らに 内在性 ヘ ム の合成 とナ イ
ア シ ン合成 の関連 性 を示 した 。 これ らの事 実 は ミ トコ ン ドリア に局 在 す るL-
kynurenine3-hydroxylase活性 な らびに ヘ ムを要 求 す る トリプ トフ ァンの イ ン ドー
ル環 開裂活 性 がcataboliterepressionをうけて い る可 能性 を強 く示 唆 し、外 来 性 ヘ ミ
ンに よ るナ イ ア シ ン合 成 の 促進 がkynureninaseフラ ックス の増加 に 由来 す る ことか
らも裏づけ られた。酵母 にお ける トリプ トフ ァンのイ ン ドール環開裂活性 を初めて検
出 し、多分子種 の存在を明 らかに した。既知 の酵素 と比較 してtryptophan2,3--
dioxygenase(32)とはかな り異 な る性質 を示す ものの、遠元型pyridinenucleotides
で阻害 され る点 は本酵素 がナイアシン合成 に重要 な役割 を持つ可能性を示 した。
3.ロ イ シンによるペ ラグラ惹起説 のモデル と して の酵母 トリプ トフ ァンーナイ
ア シン系利用 の試み
ペ ラグラ発症 の一原 因 として ロイ シンが報告(4)されてい る。複雑 な動物代謝 の解
析 には、細胞 あ るいは酵素 レベルか ら考察す ることも必要 と考 え られ る。 トリプ トファ
ンーナイア シン経路 を有す る単細胞生物 と して酵母を用 いてロイシ ンのナイア シン合
成系 に及 ぼす影響を比較生化学 的に考察 した。 ロイシンは酵母細胞内への トリプ トファ
ンの取 り込 みを強 く抑制 した。その結果、主代謝 経路 であるタンパ ク合成への流れを
は じめ とし、kynureninaseフラ ックスを含 む トリプ トフ ァン代謝 が添加 ロイシ ン濃度
に依存 して強 く抑制 され、ナイアシン合成が抑制 された。 ロイシンと同様 の作 用 はイ
ソロイ シン、メチオニ ンな らびにフェニル アラニ ンで も認め られたが、アスパ ラギ ン酸
では認め られなか った。 さらに トリプ トフ ァン代謝物 め面 か らナイアシ ン、トリプ ト
ホールな らびにキヌ レン酸 の生成 がよ り強 く抑制 されたが、キヌ レニ ンレベルは増大
し、取 り込み抑制以外 に代謝 系へ の抑制 が示唆 され、一酵素活性の検討 か らも裏 づ けら
れ た。長期培養では、前駆体 が トリ プ トフ ァンな らびにキ ヌレニ ンの場合 には ロイ シ
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ンによ るナ イ ア シ ン合 成 抑 制 が認 め られ るが3一 ヒ ドロキ シア ン トラニ ル酸 で は認 め
られ な い こ とか ら、キ ヌ レニ ンー3一 ヒ ドロキ シア ン トラニ ル酸 の段 階 を ロ イ シ ンの作
用 点 と して想 定 した。Saccharomycesuvarumから初 め て部 分精 製 したL-kynurenine
3-hydroxylase活性 に対 して種 々の ケ ト酸 が強 い阻 害作 用 を有 す る ことを見 い だ し、ロ
イ シ ン添 加 時 に生 成 され るa--ketoisocaproateがナ イ ア シ ン生 合成 抑 制 の一 因 で あ
る 可 能性 を指摘 した。 ラ ッ ト肝L-kynurenine3-hydroxylaseではケ ト酸 に よ る阻害
3ま認 め られ ず 、酵 母 酵 素 との相 違 を 明 らか に した。
以 上 、Saccharomycesuvarumにお け る トリプ トフ ァ ン代謝 に関す る研 究 を行 い、以 下
の 結 論 を得 た。
【1】Saccharomyces属酵 母 にお ける トリプ トフ ァン代謝 フ ラ ックス を定 量 的 に解 析 し、
タ ンパ ク合 成 へ の流 れ が 中心 的 で あ り、高 濃度 の ト リプ トフ ァン添 加 時 に は2-H遊
離 反 応(transaminaseフラ ックス)が著 し く増 加 す るの に対 し、Alanine遊離 反 応
(kynureninaseフラ ッ クス)は極 め て細 い流 れ で あ る こ とを 明 らか に したo'2-H遊離
反 応 に よ る代 謝 物 と して トリプ トホ ー ルを 同定 し、代謝 経 路 を明 らか にす る と と も
に 、代謝 フ ラ ックス測 定 と代謝 物 定 量 の両 面 か ら、主代 謝 物 と しての 位置 づ け を明
確 に した。
【2】 キ ヌ レニ ン代 謝 を フ ラ ックスな らび に代 謝 物 両 面 か ら解 析 し、2-H遊離 反 応 に よ
るキ ヌ レン酸 生成 が圧倒 的 に太 い流 れ であ る こ とを認 め た。 また トリプ トフ ァ
ンに比 べ てkynureninaseフラ ックス が著 し く増 加 して お り、3一ヒ ドロキ シキ ヌ レニ
ンな ら びにナ イ ア シ ンの 細胞 内 レベ ル が上 昇 して い る こ とか ら、トリプ トフ ァ ンー
キ ヌ レニ ンの過 程 が ナイ ア シ ン合成 に お け る律 速 段 階 で あ る ことを明 らか に した。
【3】 酵母 の ナ イ ア シ ン合 成 はcataboliterepressionを受 け る ことを外 来性 ヘ ミン
の効果 か ら明 らか に した。 ヘ ミ・ンによ るderepressionによ り・ミ トコ ン ドリア機 能
な らび にヘ ム合 成 が促 進 され 、レkynurenine3--hydroxylaseならび に トリプ トフ ァ
ンの イ ン ドー ル環 開裂 活 性 が増加 す る こ とに よ りナ イ ア シ ン生成 を促 進 す る可 能
一80-・
性 を示 した。 さ ら に酵 母 にお け る イ ン ドー ル環 開裂 酵 素活 性 を初 め て検 出 し、本 酵
素 の諸 性 質 を 明 らか に した。
【4】§.-uvarumにお い て多量 の 卩イ シ ンの添 加 は トリプ トフ ァ ンの細 胞 内 へ の取 り込
み を抑 制 す る と 同時 に キ ヌ レニ ン レベ ルの上 昇 を ひ きお こ した。さ らに酵母 か ら
初 め て部 分精 製 レたL-kynurenine3-hydroxylaseに対 す る各 種 ケFト酸 の 阻害 を見
い だ し、ま た ロイ シ ンは§.uvarumにお いて すみ や か にQ一ケ トイ ソカ プ ロ ン酸 に代謝
され る こ とか ら、ケ ト酸 によ るL-kynurenine3-hydroxylase阻害 が ナ イ ア シ ン合
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